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RESUMEN

Los RNA de transferencia (tRNAs) son acidos nucleicos fundamentales
para la sintesis de proteinas ya que permiten la traduccion de la informacion lineal
contenida en el genoma en informacioén tridimensional, las proteinas. Por
décadas se ha considerado que estas moléculas pequefias poseen poco o nulo
potencial regulador, sin embargo en los Ultimos afios esta vision ha sido rebatida.
Se ha mostrado que los niveles del tRNA iniciador son limitantes y pueden
promover el crecimiento celular. Este trabajo tiene como objetivo estudiar las
posibles funciones directivas de los tRNAs sobre procesos celulares y en
especifico como una modificacién post-transcripcional presente en un sub-grupo
de tRNA regula el crecimiento. La NS-treonilcarbamoiladenosina (tA) esta
presente en la posicion 37 de todos los tRNAs que reconocen codones que
empiezan con A (ANN) y es fundamental para la funcién decodificadora de estos.
Levaduras mutantes para los genes que codifican las enzimas necesarias para
su sintesis (KAE1, BUD32 y SUA5) presentan un crecimiento lento, muy similar
al observado en mutantes para TOR (Targef of Rapamycin), el principal regulador
del crecimiento en eucariotes Nos propusimos estudiar la relacién funcional entre
la modificacion t°A y el crecimiento utilizando Drosophila melanogaster como

modelo. ldentificamos el ortélogo de KAE1, que denominamos plitrii (pequefio en




Mapudungun) porque los mutantes para este gen presentan una disminucion
significativa del tamario de los organismos. Mostramos que Putrii en Drosophila
es requerido para la sintesis de t°A. La modificacién es necesaria para sustentar
el crecimiento de forma auténoma-celular. Por otra parte también mostramos que
cambios en la proporcién del tRNA iniciador modificado determina el potencial de
crecimiento. La actividad de TOR es regulada por los niveles de tRNAs
mgdificados con {°A a través de un mecanismo molecular desconocido, sin
embargo los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la respuesta a
proteinas mal plegadas no es determinante. La identificacion y estudio de dichos
mecanismos es de gran importancia para comprender la regulacion de TOR

quinasa y el crecimiento celular.




ABSTRACT

Transfer RNAs (tRNAs) are nucleic acids of paramount importance for
protein synthesis as they allow translation of lineal information contained in the
genome into three-dimensional information, the proteins. For decades tRNAs
were considered small molecules with poor or none regulatory potential. However
in last years this point of view has changed. It has been proved that initiator tRNA
levels are a limiting factor for and also can promote growth. This work aims to
study precisely this. Specifically we wanted to study a particular aspect of tRNAs
and its relationship with cell growth control. We studied a post-transcriptional
modification, Né-threonylcarbamoyladenosine (t°A) which is present in position 37
in all tRNAs that pair with A-starting codons (ANN). This modification is
fundamental for tRNAs decoding function and mutant yeast for genes that code
for enzymes that synthetize t°A (KAE1, BUD32 y SUA5) present a severe slow-
growth phenotype, similar to the observed in TOR (Target of Rapamycin) mutants.
Considering the aforementioned we aimed to study the functional relationship
between t°A and growth using Drosophila melanogaster as model. We identified
KAE1 ortholog and named it pdirii (which stand for “small” in Mapudungun)
because mutants for this gene presented a severe reduction in organismal size.
We showed that Pitrii is required for t°A and the modification is needed to sustain

growth in a cell-autonomous fashion. We also showed that changes in the




proportion of t6A-modified tRNAs is sufficient to establish growth capabilities of a
cell. In both, enhanced or decreased levels of t*A-modified tRNAs we observed
changes in TOR activity, showing that there is a relationship, revealed in this work
for the first time, between TOR and modified tRNAs availability. Underlying
molecular mechanisms which explains this functional interaction remain unknown,
however our results suggest that the unfolded protein response (iJPR) is not
involved. Identification and extensive study of these mechanisms is of paramount

importance to understand TOR kinase and cell growth control.




INTRODUCCION

1. RNAs de transferencia (tRNAs)

1.1. Estructura general

Corresponden a RNAs estables y estructurados, presentes en todas las
células y son actores fundamentales en la sintesis de proteinaé. Son €l eslabon,
al actuar como moléculas adaptadoras, que permite la traduccién de la
informacién lineal contenida en el genoma, a estructuras tridimensionales, las
proteinas (Phizicky y Hopper 2010). En términos generales, los tRNAs son
cadenas lineales compuestas por 73-90 nucleétidos que se organizan
espacialmente en cuatro brazos o tallos helicoidales, conectados por una regién
central, formando la clasica estructura tipo “hoja de trébol” (Figura 1A). El brazo
aceptor comprende los extremos 5 y 3’ de la molécula, el Ultimo posee 4
nucleétidos que no se encuentran apareados y la secuencia CCA en el extremo
3’. Enfrentando al brazo aceptor se encuenira el brazo del anti-codén, mediante
esta estructura el tRNA interactia especificamente con el codédn presente en el
RNA mensajero (mRNA). Junto con los brazos TWC y D forman el nicleo
estructural de la molécula. Mas alla de su estructura secundaria el tRNA se pliega
hasta alcanzar una estructura terciaria con forma de “L” (Figura 1B).
Adicionalmente, los {RNAs poseen un bucle variable, localizado entre los brazos

aceptor y D (Phizicky y Alfonzo 2010).




tallo aceptor

-
brazo D brazo

bucle variable

brazo del anti-codén

codén

Figura 1: Representacion de la estructura general de los tRNAs.

(A) Esquema de la estructura secundaria de los tRNAs. Se representa como una
forma similar a una hoja de trébol. Los distintos brazos de la molécula estan
coloreados para reconocerlos facilmente. Brazo aceptor (azul), del anti-codén
(rosado), brazo D (marrén) y TWC (verde). La region o bucle variable también
esta representada (gris). En (B) se muestra la estructura terciaria canénica, con
forma de “L”. Los brazos siguen la misma clave de colores.




1.2. Los tRNAs son elementos decodificadores en la traduccién

Los mRNA presentan su codigo en tripletes de nucledtidos, llamados
codones, cada uno de ellos determina la adicién de un amino acido particular a
la cadena polipeptidica naciente. Los tRNAs interpretan el cédigo genético ya que
cada uno posee una secuencia particular, compuesta también por 3 nucleétidos,
el anti-codén, que permite reconocer un codén especifico del mMRNA. Durante la
sintesis de proteinas, el anti-codén correcto formara apareamiento de bases tipo
Watson-Crick con el codén correspondiente. La identidad del amino acido
incorporado depende del correcto reconocimiento entre el codén y el anti-codén.
Para funcionar como un sustrato en la sintesis de proteinas, los t{RNAs deben ser
cargados con el amino acido correspondiente por una aminoacil-tRNA sintetasa
(aaRS) especifica. Asi, al reconocer los codones sucesivos del mRNA por parte
del anti-codén presente en cada tRNA se va formando la proteina codificada

(Phizicky y Hopper 2010).

2. Aspectos generales de la biogénesis de tRNAs en eucariotes

La biogénesis de los tRNAs es un proceso complejo, que implica diversas
etapas tanto en el nicleo como en el citoplasma. Los tRNAs citoplasmaticos
estan codificados en el genoma nuclear. Sus genes son transcritos por la RNA
Polimerasa 11l (RNA Pol Ill) (Dieci y col. 2007). Los extremos de los precursores
son removidos por endonucleasas, del 5 se encarga la RNAsa P (Walker y

Engelke 2006), mientras que en el 3’ la responsable es la RNasa Z (Schiffer y




col. 2002) y en eucariotes, se agrega la secuencia CCA, la cual se ha propuesto
esta relacionada con mecanismos de control de calidad de tRNAs (Dupasquier y
col. 2008). Una de las caracteristicas mas conspicuas de los tRNAs es su gran
numero de modificaciones post-transcripcionales. En los tRNAs existen al menos
92 modificaciones diferentes (Cantara y col. 2011). Un escrutinio de 561
secuencias de tRNAs provenientes de diferentes organismos mostré que las
modificaciones se encuentran en un 12% de los nucleétidos (Sprinzl y Vassilenko
2005) con una media de 8 modificaciones por tRNA (Phizicky y Alfonzo 2010). La
gran conservacion de algunas modificaciones sugiere que poseen un importante
rol para la funcién de los tRNAs. En la Ultima década se han logrado grandes
progresos en la identificacion de genes y las correspondientes enzimas que son
responsables de las modificaciones presentes en los tRNAs, especialmente en
Saccharomyces cerevisiae. La informacion obtenida ha sido compilada y
compartida en diversas bases de datos: RNA Modification Database
(http://mods.rna.albany.edu), Modomics Database
(http://modomics.genesilico.pl) y la tRNA Database (http://trnadb.bioinf.uni-

leipzig.de).

Sélo una fraccién de los genes que codifican para tRNAs posee intrones.
El corte y empalme de estos es esencial (Lowe y Eddy 1997). Hasta este
momento, los tRNAs aln inmaduros se encuentran en el nicleo y deben ser
transportados al citoplasma para terminar su biosintesis. El exporte de tRNAs

ocurre a traves de los poros nucleares y depende de miembros de la familia B-




importina (Kutay y col. 1998). El receptor interactia directamente con el tRNA en
presencia de Ran-GTP; el complejo heterotrimérico Ran-GTP-Receptor-tRNA se
mueve a través del poro nuclear hacia el citoplasma, donde luego de un aumento
de la hidrélisis de Ran-GTP a Ran-GDP, el complejo se disocia y libera el tRNA
(Ibba y Soll 2000). Para que los tRNAs sean funcionales en la sintesis de
proteinas, deben ser cargados con el amino acido correspondiente. Esta funciéon
es realizada por las enzimas denominadas aminoacil-tRNAs sintetasas (aaRS),
una antigua familia de enzimas presentes en los 3 dominios de la vida (Yao y Fox
2013) que catalizan una reaccién de esterificacion que asocia un amino acido
particular con su correspondiente tRNA, que posee el anti-codén correcto,
asegurando la interpretacion precisa del cédigo genético (Schimmel 1987). Ahora
el tRNA se encuentra maduro, asociado al amino acido correspondiente y en el

lugar correcto para ser participe de la sintesis de proteinas.




3. Mas alla de la vision clasica, los tRNAs no son meros adaptadores

estaticos y pasivos

Por mucho tiempo se considerd a los tRNAs como moléculas con pobre
e incluso nulo potencial regulador sobre algtn proceso celular (Crick 1968). Sin
embargo esta idea ha cambiado en los tltimos afios, ademas de traducir el codigo
genético, se ha mostrado que tienen un papel en otras funciones celulares,
relacionadas o no con la sintesis de proteinas. De manera alin mas interesante,

se ha mostrado, incluso pueden tener una funcién directiva.

3.1.  Regulacion de tRNAs frente a cambios en la fisiologia celular
Distintos tRNAs son expresados diferencialmente durante el desarrollo,
diferenciacién, crecimiento, envejecimiento y en procesos patolégicos como la
carcinogénesis. Se ha sugerido que alteraciones en los patrones de expresion de
tRNAs pueden ser relevantes para modular la expresién génica durante los
diversos estados fisiolégicos o patolégicos (Phizicky y Hopper 2010).
Recientemente se ha establecido que la traduccién de mensajeros relacionados
con proliferacién o diferenciaciéon requiere cambios en el uso de codones y
necesariamente, una modificacién en el repertorio de {RNAs. Utilizando técnicas
de secuenciacién masiva se ha mostrado que células en diferenciacién presentan
un repertorio de tRNAs significativamente distinto al que poseen células que se
encuentran proliferando (Gingold y col. 2014). Ofras situaciones interesantes

estan relacionadas especificamente con los niveles del tRNA iniciador (tRNAMet),
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Durante la embriogénesis del conejo (Oryctolagus cuniculus), la cantidad de
iniciador aumenta 50 veces entre los dias 2 y 6, pero por el aumento en el nimero
de células, esto se traduce en una reduccién en los niveles por cada célula. El
ritmo de sintesis de proteinas cambia de manera discontinua durante este
periodo, correlacionandose con los niveles de tRNA iniciador (Clandinin y Schultz
1975). Linfocitos humanos de sangre periférica, poblacién celular en Go,
responden a estimulos in vifro, como por ejemplo agentes mitogénicos, de
manera similar a lo que ocurre in vivo durante una respuesta inflamatoria. Esta
incluye un incremento temprano y progresivo en el ritmo de sintesis de proteinas,
esencial para la progresién del ciclo celular y para la expresion de proteinas
relacionadas con el fenotipo diferenciado de estas células. Esto es acompariado
de un aumento en los niveles del tRNAMet (Cooper y Braverman 1981). Algo
similar ocurre en células cancerosas, altamente proliferativas comparado con
células normales, que presentan mayores niveles de tRNA iniciador (Kanduc y
col. 1997). Estos resultados invitan a pensar que los cambios en los tRNAs,
especialmente del iniciador, corresponden a una consecuencia dependiente de
otras sefales. Es de esperar, que una célula adaptara su maquinaria de
traduccién para satisfacer necesidades segln el proceso que esté llevando a
cabo. Sin embargo, existe evidencia de que los tRNAs pueden tener efectos

reguladores y directivos sobre determinados procesos.
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3.2. Los tRNAs como elementos reguladores

En S. cerevisiae se ha observado una correlacion directa entre los niveles
del tRNAMety su ritmo de crecimiento, las células que tienen mayores niveles del
iniciador crecen y proliferan mas rapido (Francis y Rajbhandary 1990). Este no
es un resultado sorprendente y s6lo muestra el caracter limitante del iniciador.
Investigadores se propusieron explorar los posibles roles reguladores sobre el
crecimiento. Cuando se sobre-expresa el tRNAMet en células epiteliales humanas
in vifro se promueve el crecimiento y proliferacion de éstas. Ademas existen
cambios en el repertorio de tRNAs inducido por la sobre-expresion del tRNAMet
(Pavon-Eternod y col. 2013). Algo similar ocurre in vivo en Drosophila donde se
mostrd que la adicion de una copia extra del /ocus que codifica para tRNAMet e
suficiente para promover el crecimiento del organismo completo (Rideout y col.
2012). Estos resultados muestran el caracter limitante y directivo del tRNAMet

sobre el crecimiento en eucariotes.

Para comprender nuestra propuesta, es necesario comentar lo que se
entiende por crecimiento celular, cémo se regula y cuales son los mecanismos

gue lo controlan.
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4, El problema del crecimiento

4.1. La distincion entre crecimiento celular y proliferacién

En la segunda mitad de los afios 60, Lee Hartwell aislé cerca de 400
cepas mutantes de S. cerevisiae sensibles a la temperatura que caracterizé en
relacion a la sintesis de macromoléculas (proteinas y RNA), divisién celular y
morfologia. En este trabajo se hizo una distincion fundamental entre proliferacion
y crecimiento celular (Hartwell 1967). La proliferacion se refiere a la division
celular y corresponde al incremento en el nimero de células, mientras que el
crecimiento, se refiere a la sintesis de macromoléculas que lleva al aumento de
masa y tamario (Schmelzle y Hall 2000). Hartwell y su grupo de investigacion se
centré6 en el estudio de la proliferacién y asi abrié la puerta a la extensa
investigacion del ciclo celular. El conocimiento sobre los mecanismos que regulan
este proceso es a la fecha bastante profundo y sofisticado (Cai y Tu 2012, Green
y col. 2012, Teixeira y Reed 2013), mientras que el estudio del crecimiento y sus
mecanismos regulatorios, permanecieron en un segundo plano. Erréneamente,
la distincién entre proliferacién y crecimiento se ha ido perdiendo. Es muy comtn
que los términos “proliferacién” y “crecimiento” sean incorrectamente utilizados
como sinénimos. De hecho estos términos son separables y distintos, como
Hartwell y otros han mostrado (Hartwell 1967, Thomas y Hall 1997, Neufeld y

Edgar 1998).
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4.2, Crecimiento celular y la busqueda de sus reguladores

El crecimiento celular dista de ser la simple acumulacién de biomasa. Es
una acumulacioén altamente orquestada, que ocurre sélo en lugares y momentos
especificos. Por ejemplo, en levaduras tiene lugar cuando éstas se encuentran
en presencia de nutrientes y Unicamente en posiciones discretas (las yemas)
(Broach 2012). En los metazoos, el problema es mas complejo. Los distintos
érganos del cuerpo deben alcanzar un tamano determinado para mantener las
proporciones del cuerpo. Asi, pal:a lograr un adecuado tamario de los érganos y
el organismo, el crecimiento celular debe estar estrechamente coordinado con la
proliferacion y la muerte celular (Gilbert 2010).

Desde los tiempos que Hartwell describié sus mutantes, enorme progreso
se ha realizado en comprender el crecimiento celular. Se ha descubierto que
mecanismos muy sofisticados regulan activamente el crecimiento en respuesta a
las condiciones intra- y extra-celulares. El crecimiento celular no es simplemente
regulado por la disponibilidad de nutrientes como se pensaba, si no que existen
intrincadas vias de sefializacion capaces de modificar la fisiologia celular,
modulando la sintesis de macromoléculas. A la fecha, existe una importante
cantidad de evidencia y es ampliamente aceptado de que la quinasa TOR (Target

of Rapamycin) juega un rol central en la regulacién del crecimiento celular.
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5. TOR, el regulador del crecimiento celular en eucariotes

En un organismo multicelular, las células crecen y proliferan cuando los
nutrientes, los factores de crecimiento y el estado energético celular promueven
la sintesis de macromoléculas. Es la conservada serina/treonina quinasa TOR la
que integra dichos estimulos y activa las vias metabdlicas que llevan a la célula
a crecer. Entender la funcién y elementos regulatorios de TOR es esencial para
comprender como las células y finalmente los organismos crecen y establecen
su tamafio (Shimobayashi y Hall 2014). TOR fue originalmente identificada por
las mutaciones en levadura TOR1-1 y TOR2-1, que confieren resistencia a la
inhibicién del crecimiento ejercida por el antibiético rapamicina en S. cerevisiae
(Heitman y col. 1991). Estudios posteriores llevaron a la identificacion de
ortélogos de TOR en otros organismos. A la fecha, todo genoma eucariote
examinado posee un gen ortélogo (Wullschleger y col. 2006). Las proteinas TOR
son de gran tamario (~280 kDa) y tienen 40-60% de identidad entre las especies.
Pertenecen al grupo de quinasas relacionadas a fosfatidilinositol quinasas (PIKK)
(Wullschleger y col. 2006). TOR se encuentra en 2 complejos estructural y
funcionalmente distintos: complejo TOR1 (TORC1) y TORC2 (Wullschleger y col.
2006, Laplante y Sabatini 2012). Los componentes de TORC1 son la quinasa
TOR, RAPTOR (Regulatory-Associated Protein of TOR) y LST8 (Mammalian
lethal with SEC Thirteen 8) (Figura 2A), mientras que los de TORC2 corresponden
a TOR, RICTOR (Rapamycin-insensitive companion of TOR), SIN1 (SAPK-

interacting 1) y LST8 (Loewith y col. 2002) (Figura 2B). A muy grandes rasgos,
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es aceptado que TORC1 media las respuestas relacionadas con el crecimiento
celular y es sensible a rapamicina. Mientras que TORC2 es insensible a ésta y
es requerido para la organizacién del citoesqueleto de actina (Laplante y Sabatini
2012).

La conservacién de las funciones de TOR en eucariotes es alta, de hecho,
los resultados obtenidos en un modelo son en general validos o representativos
para otros organismos. Por ejemplo, la falta de TOR en Drosophila genera
problemas durante el desarrollo que guardan similitudes con las observadas en
larvas sometidas a dietas limitadas en amino acidos esenciales (Weinkove y col.
1999). Lo mismo ocurre en embriones de ratén nulos para mTOR (mammalian
TOR) (Gangloff y col. 2004). En conjunto, estos resultados muestran que en

metazoos TOR es necesario para el crecimiento celular durante el desarrollo.
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Figura 2: TOR quinasa se encuentra en dos complejos multiproteicos

Se esquematizan los dos complejos estructural y funcionalmente distintos en que
TOR se presenta (A) Complejo TOR1 (TORC1) y (B) TORC2. TOR quinasa es el
elemento central y catalitico en ambos, las proteinas con las cuales interactua
entregan la especificidad por distintos sustratos y determinan las funciones no
redundantes de los complejos. La imagen corresponde a un esquema referencial
y no es proporcional a los tamarios reales de sus componentes.
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5.1. ¢Cémo TOR controla el crecimiento?

Luego de su activacion, TORC1 fosforila diversos sustratos. Los mejores
caracterizados son S6K (Ribosomal S6 Kinase), 4E-BP (elF4E-Binding Protein
1) (Ma y Blenis 2009) y ULK1 (UNC-51-like kinase 1) (Jung y col. 2009) (Figura
3e). TORC1 controla la sint;esis de proteinas al fosforilar a S6K y 4E-BP (Hay y
Sonenberg 2004). S6K activa es capaz de fosforilar a la proteina ribosomal S6
de la subunidad 40S promoviendo la traduccién de un subgrupo de mRNAs que
contienen secuencias ricas en oligopirimidinas (TOP) en el 5. Este grupo de
mRNAs, entre otros, codifica para componentes de la maquinaria de sintesis rde
proteinas, como componentes ribosomales y factores de elongacién de la
traduccién (Thoreen y col. 2012), favoreciendo la sintesis de proteinas. Mientras
que la fosforilacion de 4E-BP causa la liberacion del elF4E, que ahora libre es
capaz de estimular el inicio de la fraduccién dependiente de CAP (Jewell y col.
2013). Ademas de promover el inicio de la traduccion TORC1 también asegura
la disponibilidad de elementos fundamentales para la sintesis de proteinas, los
ribosomas y tRNAs. TORC1 controla la transcripcién dependiente de la RNA
polimerasa | (RNA Pol 1) a través del factor de transcripcion RRN3/TIF1A,
esencial para el inicio de la transcripcion (Claypool y col. 2004, Mayer y col.
2004). También regula la transcripcién de tRNAs al inactivar a un inhibidor de la

RNA Pol lll, Maf1 (Rideout y col. 2012).
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Figura 3: La via de sefalizacion insulina/TOR

Representacion esquematica de la via insulina/TOR en metazoos. (a) Factores
de crecimiento, como la insulina, estimulan a PI3K para generar fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato (PIP3), promoviendo la fosforilacion de Akt mediada por PDK1. Akt
fosforila al complejo Tsc-2, inhibiendo su actividad GAP hacia Rheb, la cual
cargada con GTP activa a TORC1. (b) Los amino &cidos promueven la
conversion a la forma activa del heterodimero de GTPasas Rag que recluta a
TORC1 a la membrana del lisosoma donde se encuentra con Rheb activado. En
respuesta a baja energia (c), AMPK fosforila a Raptor, presente en TORC1,
causando la inhibicion del complejo. (d) Los factores de crecimiento también
pueden activar a TORC2 que es capaz de fosforilar a Akt en un sitio distinto al
fosforilado por PDK1. (e) La fosforilacion concertada de S6K, 4E-BP y ULK1
controla el balance entre procesos anabdlicos y catabdlicos. Adaptado de
(Shimobayashi y Hall 2014)
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estudios de fosfoproteémica y metabolémica que TORC1 es capaz de estimular
la sintesis de novo de pirimidinas al fosforilar y activar las enzimas que catalizan
los tres primeros pasos de su sintesis (Ben-Sahra y col. 2013, Robitaille y col.

2013).

5.2. ;Como se regula la actividad de TOR?

A la fecha se tiene una idea sofisticada de codmo TOR es capaz de integrar
diversas claves intrinsecas y exirinsecas, sin embargo, estamos lejos de
entender los procesos completamente. TOR es activado por factores de
crecimiento (por ejemplo, insulina), nutrientes (amino acidos) y el estado
energético celular (alta proporcién ATP/AMP) (Figura 3). Un factor de crecimiento
como la insulina, estimula a TOR a través de la via PDK1-Akt. Cuando Akt se
activa, fosforila a Tsc2 (Tuberous sclerosis complex 2) en multiples sitios para
inhibir al complejo Tsc1 (también denominado hamartina)-Tsc2-Thc1d7 que
acttia como una proteina GAP para la GTPasa Rheb (RAS Homologue Enriched
in Brain). Durante la inhibicién del complejo Tsc, Rheb-GTP se une al dominio
catalitico de TOR para activar al complejo 1 a través por un mecanismo
desconocido (Long y col. 2005) (Figura 3a). Por otro lado y de manera
simultanea, la sefializacion relacionada con nufrientes se transduce a través de
la familia RAG (RAS-relafed GTP-binding) de GTPasas pequefias (Jewell y col.
2013). Un heterodimero activo de las proteinas RAG es mediador de la
translocacion de TOR desde el citoplasma a la superficie del lisosoma, lugar en

el que TORC1 se encuentra con Rheb en su estado activo (Dennis y col. 2011,
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Bar-Peled y Sabatini 2014) (Figura 2b). Ademas, una alta proporcién ATP/AMP
(un estado celular de alta disponibilidad energética) previene la activacion de la
quinasa AMPK (AMP-activated Protein Kinase). En condiciones de baja energia
(baja proporcion ATP/AMP), AMPK se activa para fosforilar a Tsc2 y Raptor,
inhibiendo a TORC1 (Gwinn y col. 2008) (Figura 3c).

En comparacién con lo que se sabe sobre la regulacién de TORC1, lo
relacionado con TORC2 permanece mayormente desconocido. También la
presencia de factores de crecimiento estimula la actividad quinasa de TORC2,
que es promovida a través de PI3K de manera dependiente a la unién del
complejo a los ribosomas ensamblados (subunidades 80S) (Zinzalla y col. 2011).
Las etapas necesarias posteriores a ésta para su activacién son desconocidas y
distintas a las requeridas por TORC1 (Cybulski y Hall 2009). Cuando TORC2 se
encuentra activo, fosforila el motivo hidrofébico de un subgrupo de la familia
quinasa AGC (PKA, PKG y PKC), incluyendo a Akt (Sarbassov y col. 2005)
(Figura 3d). Sin embargo dicha fosforilacién a Akt no es necesaria para sustentar
el crecimiento (Hietakangas y Cohen 2007). TORC2 ha sido relacionado
principalmente con el control de la organizacion del citoesqueleto de actina
(Huang y col. 2013) y dltimamente con aspectos de inestabilidad genémica, por
ejemplo cuando células son tratadas con agentes genotéxicos o irradiadas,
generando dafio en el DNA (Weisman y col. 2014). Ademas su interaccion con
los ribosomas (Zinzalla y col. 2011) sugiere que TORC2 podria actuar como un
elemento coordinador entre la disponibilidad de factores de crecimiento y el

estado funcional de la maquinaria de traduccién.
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5.3. Nuevos elementos no convencionales que regulan a TOR
Reguladores “clasicos” corresponden, en grandes rasgos, a los asociados
a la via de la insulina, factores de crecimiento, nutrientes y niveles energéticos
de la células (Shimobayashi y Hall 2014). También se ha identificado otros
reguladores inesperados, denominados “no clasicos”, como la via Hippo
(Tumaneng y col. 2012, Tumaneng y col. 2012), Wnt (Valvezan y col. 2014) y
Notch (Pajvani y col. 2013). Hace pocos afios se mosiré que los tRNAs, sustratos
fundamentales para la sintesis de proteinas y que se encuentran rio-abajo de
TORC1, regula la actividad de éste por un mecanismo atn desconocido (Huynh

y col. 2010).

6. Disponibilidad citoplasmatica de t{RNAs y actividad de TOR

La disponibilidad de tRNAs maduros en el citoplasma tiene efectos sobre
la actividad de TORC1 en células de mamifero en cultivo. Una disminucién en
sus niveles lleva a la disminucién de la actividad de TORC1 (Huynh y col. 2010).
TORC1 promueve la transcripcion y biosintesis de tRNAs, sugiriendo una
regulacion reciproca entre estos componentes (Lee y col. 2012). La relacion entre
ellos se esta estudiando en forma reciente, pero ya ha entregado informacién
sorpresiva que sugiere una interaccién en extremo compleja, tanto asi que podria
jugar un rol importante en la generacién del cancer y otras patologias (Kanduc y

col. 1997, Abbott y col. 2014). En general, el aspecto mas estudiado y manipulado
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en relacion a los tRNAs es sus niveles. Existen otras aristas propias de la biologia
de estas moléculas que merece explorar. En este trabajo exploramos uno de
ellos. Nos propusimos investigar el rol que una modificacién post-transcripcional
presente en un sub-grupo de tRNAs, y requerida para su funcién decodificadora,
puede ejercer sobre la maquinaria de sintesis de proteinas y finalmente,

determinar el crecimiento celular y animal.

6.1. Una modificacion de tRNAs universalmente conservada es necesaria

para el crecimiento

Un aspecto que hasta el'momento no se ha considerado en el control del
crecimiento es que durante su biosintesis, los tRNAs son extensamente
modificados en posiciones especificas. La estructura y funcién de algunos tRNAs
depende de la presencia de ciertas modificaciones (El Yacoubi y col. 2012). La
Ne-treonilcarbamoiladenosina (tfA), presente en la posicion 37 de los tRNAs que
reconocen codones del tipo ANN, estd universalmente conservada y es
indispensable para la funcién decodificadora de dicho grupo de tRNAs
(Weissenbach y Grosjean 1981, Murphy y col. 2004, El Yacoubi y col. 2011)
dentro de los cuales se encuentra el tRNA iniciador que reconoce el codén de
inicio AUG. Asi, la presencia de esta modificacién condiciona la funcionalidad de

estos tRNAs, sugiriendo un rol regulatorio sobre el inicio de la traducciéon.
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Figura 4: Localizacion y estructura quimica de t°A

(A) Ubicacién de t°A en el brazo del anti-codén. Los nucleétidos se representan
con circulos. Los que componen el anti-codén estan coloreados en celeste. La
modificacion t6A se encuentra indicada con una flecha y esta coloreada en rojo.
La posicion 37 esta indicada. En la parte inferior se muestra también el mRNA en
circulos grises, los que constituyen el codén que esta siendo reconocido esta en
color negro. (B) Estructura quimica de N8-treonilcarbamoiladenosina.

25




Si bien esta modificacién se conoce hace mas de 30 afios (Parthasarathy
y col. 1977, Adamiak y col. 1978) sélo hace poco tiempo se identificaron las
enzimas que la producen. Para la sintesis de tA en S. cerevisiae se requiere al
complejo KEOPS y SUA5 (Daugeron y col. 2011, El Yacoubi y col. 2011, Deutsch
y col. 2012) (Anexo 1, Figura S1). En levadura el complejo KEOPS/EKC esta
compuesto por PCC1, CGI-121, BUD32 y KAE1, siendo la tltima la subunidad
catalitica (Thiaville y col. 2015). Levaduras mutantes para estas enzimas
presentan ausencia de t°A y crecimiento lento (El Yacoubi, Hatin et al. 2011). Es
interesante notar que los mutantes para las enzimas requeridas para la sintesis
de 1A guardan grandes similitudes con mutantes para TOR o sus reguladores
positivos (Montagne y col. 1999), sugiriendo que la presencia de la modificacion
por un lado es necesaria para el crecimiento celular y ademas podria ejercer un
efecto sobre la actividad de TOR quinasa, teniendo consecuencias directas sobre
el inicio de la traduccién y el establecimiento del tamafio de los organismos. Nos
propusimos explorar por primera vez la relacién entre la modificacién t°A y el

crecimiento utilizando Drosophila melanogaster.
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En consideracion de los antecedentes expuestos proponemos la siguiente

hipotesis:

HIPOTESIS

“Los niveles de tRNAs modificados con treonilcarbamoil-adenosina

(t°A) determinan el potencial de crecimiento en Drosophila melanogaster”

OBJETIVO GENERAL

Establecer que los niveles de tRNAs modificados con t8A determinan el

potencial de crecimiento en Drosophila melanogaster

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer que piitrii, el ortblogo de KAE1, es necesario para la sintesis

de t°A en Drosophila melanogaster

2. Establecer que cambios en los niveles de tRNAs modificados con t6A

determinan el tamario celular y animal en Drosophila melanogaster

3. Determinar la relacién epistatica entre piitrid, componentes de la via

insulina/TOR y de homeostasis proteica
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MATERIALES Y METODOS

Consideraciones del uso de Drosophila como modelo experimental, ciclo
de vida, cromosomas y nomenclatura puede ser encontrada en el Anexo 2.

Mientras que las técnicas genéticas se esquematizan y explican en el Anexo 3.

Nomenclatura
La nomenclatura utilizada para referirse a los genes de Drosophila 'y S.
cerevisiae es la propuesta en Flybase y Saccharomyces Genome Database,

respectivamenie.

Materiales Biologicos

Se utilizaron diversas cepas de Drosophila desarrolladas en nuestro
laboratorio u obtenidas desde distintas colecciones internacionales. Las cepas
UAS- se detallas en la tabla 1, las Gal4> en la tabla 2 y en la tabla 3 se detallan

los mutantes utilizados.
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Tabla 1: Cepas UAS

Genotipo Origen Aplicacion y comentarios

w;;UAS-Putri (I1) 6 (Ill) | Laboratorio | Sobreexpresién de Putrii. Inserciones
en cromosomas Il y 1l

w;;UAS-KAE1 (1ll) Laboratorio | Sobre-expresion de KAE1, corresponde
al ortdlogo de levadura. Insercién en
cromosoma lll

w ; UAS-Putri-IR (1) VDRC Induccién de RNA interferencia contra
Patri

w;;UAS-Prpk-IR (lII) VDRC Silenciamiento de Prpk. Invertido
repetido controlado por secuencia UAS.
Insercién en cromosoma lll

Tabla 2: Cepas Gal4

Genotipo Utilidad y comentarios
engrailed>Gal4 (ll) | Expresién de Gal4 comandada por el promotor de
(en>Gald) engrailed, expresion en el compartimiento

posterior. Insercién en cromosoma |l
hedgehog>Gal4 Expresion de Gal4d en el compartimiento
(hh>Gal4), UAS- | posterior, activando la transcripcion de GFP,
GFP/TM6b,Tb controlada por secuencias UAS. Obtenida por
recombinaciébn  mitética.  Inserciones en
cromosoma
daugtherless>Gal4 (/) | Expresion ubicua de Gal4. Insercion en
(da>Gal4) cromosoma |l
armadillo>Gal4 (arm>Gal4) | Expresién ubicua de Gal4. Inserciébn en
()] cromosoma |l
tubulina>Gal4/TM6b, Tb Expresion ubicua de Gal4. Insercion en
(tub>Gal4) cromosoma |l

Tabla 3: Cepas mutantes

*El origen de todas las cepas es BDSC

Nombre Origen

Genotipo

CG4933M7978]

BDSC #18497

wit118l: PBac(w[+mC]=WH)wCG4933
[f01978] /TM6B, Th[1]

CG4933E0TT7]

Exelixis f01978

WITTTEL PBac(W[+mC)=WH}CG4933
[f01173] /TMBB, Th[1]
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Durante el desarrollo de los experimentos fue necesario combinar
caracteristicas genéticas presentes en dos o mas cepas distintas. Esto se logra
por recombinacion meidtica o logrando una segregacién conjunta de las
caracteristicas genéticas de interés. Las cepas generadas por recombinacién
meidtica se detallan en la tabla 4, mientras que las obtenidas por segregacién
conjunta de cromosomas se describen en la tabla 5. Ademas, en la tabla 6 se

abordan otras cepas utilizadas para generan todos los animales antes indicados

o bien para determinados experimentos.

Tabla 4: Cepas generadas por recombinacién meiética

Genotipo

Utilidad y comentarios

w; en>Gal4, UAS-Putru-IR
/CyO

Silenciamiento de Putrli en el compartimiento
posterior. Utilizado para la blsqueda de
supresores y promotores del fenotipo derivado
de la falta de funcion de Putri.

w ; ; CG4933i01978]  UYAS-
Patri/TM6b

Utilizado para sobre-expresar Putrii en un
fondo genético mutante para pditrii

w ; ;CG4933i01978]  hegt-
shock-Gal4 (hs-Gal4)[TM6b

Expresion ubicua de Gal4 luego de un golpe
alta temperatura en un fondo genético
mutantes para pditrii

w ; ; CG4933[01978 | JAS-
Akt.myr /TM6b

Permite la expresion de una versién
mirostilada de Akt/PKB en un fondo genético
mutante para puifrii

w ; ; CG4933[01978]  JAS-
Rheb.PA /TM6b

Permite la expresion de Rheb en un fondo
genético mutante para plitrii

CG4933I01978, FRT80B/TM6b | Generacion de animales mosaico por
recombinacioén mitética.
CG4933[01173] FRT80B/TM6b | Generacion de animales mosaico por

recombinacion mitotica
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Tabla 5: Cepas obtenidas por segregacion conjunta de cromosomas

Nombre Utilidad y comentarios
arm>Gal4; CG4933[0178l/S T | Expresién ubicua de Gal4 en fondo mutante
para CG4933
UAS-PI3Kact/FM7c;; Permite la expresion de wuna version
CG4933I01978T\M6b permanentemente activada de PI3K en fondo

mutante para puitrii

Tabla 6: Otras cepas

Nombre Utilidad y comentarios
yellow white (yw) Marcadores recesivos yellow (pigmentacién
cuticula) y white (falta de pigmento en ojos)
w; IF/CyO; MKRS/TM6b Balanceador de cromosomas Il y Il]
w; IfIS T Balanceador simultdneo de cromosomas Il y 1|
y.w, hs-FLP®¢;; ubi-GFP, | Expresa FLP tras golpe de calor, dtil en la
FRT80B generacioén de clones mitéticos

Ademas de Drosophila, en el trabajo se us6 S. cerevisiae, en las tabla 7

se detalla las cepas utilizadas:

Tabla 7: Cepas de Saccharomyces cerevisiae

Cepa Genotipo Usos y comentarios
BY4741 MATa, his3 A1, leu2 | Cepa Silvestre, identificada
AQ, met15 AOQ, ura3 AO | comiinmente como S288C
BYpYES Ura+, Leu+. 5288C transformada con el

plasmido de expresion pYES-
DEST52 (vector vacio)

BYpKAE1 Ura+, Leu+, KAE1++ S288C transformada con el
plasmido de expresion pYES-
DEST52 con la secuencia
codificante de Kae1p clonada

ASUAS5 SUAS5-A1::LEU2; Leu+ | Nulo para SUA5, cassette de
reemplazo contiene Leu+
AKAE1 KAE1-A1:LEU2; Leu+ | Nulo para KAE71, cassette de

reemplazo contiene Leu+
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ABUD32 BUD32-A1::LEU2; Nulo para BUD32, cassette de
Ura+ Leu+ reemplazo contiene Leu+
ASUAS5+Sua5 | SUA5-A1::.LEU2; Ura+ | Nulo para SUA5 transformado con
Leu+ pYES-DEST52 que contiene Ia
secuencia del ortélogo de Sua5 de
Drosophila
AKAE1+Kae1 | kae1-A1::LEU2; Ura+ | Nulo para KAE1 transformado con
Leu+ pYES-DEST52 que contiene Ia
secuencia del ortélogo de Kae1 de
Drosophila
ABUD32+Prpk | BUD32-A1::LEU2; Nulo para BUD32, cassette de

Ura+ Leu+

reemplazo contiene Leu+,
transformado con pYES-DEST52
que contiene la secuencia del
ortélogo de BUD32 de Drosophila
(Prpk)
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Reactivos, soluciones y otros materiales

Reactivos

Los reactivos utilizados se describen en la tabla 8.

Tabla 8: Reactivos

Fabricante

Origen

Reactivo

Becton
Dickinson and
Co.

Franklin Lakes,
Nueva Jersey. EE.UU

Peptona, Bactotripiona y extracto
de bacto-levadura

Bio-Rad California, EE.UU. DC™ Protein Assay
Calbiochem Darmstadt. Alemania | Anti-conejo IgG-HRP (DCO03L)
Anti-ratén IgG-HRP (DCO2L)
Tween-20
Cell Signaling Danvers, Anti-Caspasa 3 clivada policlonal
Massachusetts. conejo (9661); Anti-Fosfo S6K
EE.UU policlonal conejo; Anti-Fosfo 4E-

BP policlonal conejo; Anti-Fosfo
Akt (S505) policlonal conejo; Anti-
Fosfo elF2a policlonal conejo

Corn Products

Santiago. Chile

Dextrosa monohidratada

Dako

Glostrup. Dinamarca

Anti-Bromodeoxiuridina
monoclonal ratén (M0744)

EE.UU

Fermentas Glen Burnie, | dNTP, MgCl2, marcador de peso
Maryland. EE.UU pretefiido para proteinas “Page

Ruler Plus” (SM1811), agarosa
grado analitico, enzimas de
restriccion, tampén de carga 6X
para ADN para electroforesis en
agarosa

Insumos Santiago. Chile Nipagin

Quimicos

Nacionales

Invitrogen Carlsbad, California. | DNA polimerasa Taq Platinum®

Anti-ratén 488 (A11001), Anti-
raton 568 (A11004), Anti-ratdon
647 (A21235), Anti-conejo 488
(A11008), Anti-conejo 568
(A11011), Anti-conejo 633
(A21086), Topro-3 iodide 642
(T3605).

33




Invitrogen

Sao Paulo. Brasil

DNA polimerasa Taq, partidores
(M13F, M13R, pUAS-s, pUAS-a).
Reactivos para el sistema
Gateway® de clonamiento: LR
clonasa, pENTR-TOPO

Lefersa

Santiago, Chile

Levadura fresca y congelada

Life
Technologies

miRVANA kit de extraccion de
RNAs pequefios (AM1560) y
BrightStar BioDetect Kit (AM1930)

Merck Darmstadt, Alemania | Bromuro de etidio, glicerol,
isopropanol, Tween-20,
paraformaldeido, acido acético,
EDTA

Mont Blanc Victori, Chile Harina de trigo sin polvos de
hornear

Omega Bio-Tek | Norcross, Georgia. Minipreps extraccion plasmidos

EE.UU (E.Z.N.A)
Pierce Rockford, lllinois. Cocktail Inhibidor de proteasas y
EE.UU fosfatasas, West Pico ECL y West
Femto ECL (enhanced
chemiluminiscence)
Promega Madison, Wisconsin. | Wizard SV Gel and PCR Clean-up
EE.UU (A1330), RT-PCR Improm li
(A3800).
Roche Indianapolis, Indiana. | DIG Easy Hyb (1160355800)
EE.UU

Sanderson Santiago, Chile Agua bidestilada libre de
nucleasas

Santa Cruz Santa Cruz, Anti-actina monoclonal ratén y

Biotech California, EE.UU Anti-HA monoclonal ratén

Sigma St Louis, Missouri, Aceite Halocarbon 700, Triton X-

EE.UU 100, Faloidina-TRITC (P1951),
anti-HA conejo, kanamicina,
persulfato de amonio.

TCL Santiago, Chile Algodén hidrofébico

Upstate Upstate, New York. | Anti-Fosfo Histona H3 policlonal

EEUU.

conejo

Vector Labs

Burlingame,
California, EEUU

Medio de montaje para
fluorescencia (Vectashield)

Watt’s

Santiago, Chile

Néctar de manzana y uva

Winkler

Santiago, Chile

Fenol, NaCl, CaCl2, ampicilina,
mezcla  acrilamida:bisacrilamida
(29:1), albimina de suero bovino
(BSA), TEMED.

34




Soluciones

Las soluciones utilizadas en procedimientos de biologia molecular se

describen en la tabla 9; para otros métodos se indican en la tabla 10.

Tabla 9: Soluciones para biologia molecular

Solucion Composicidn y caracteristicas
Medio Luria-Bertani Bacto-triptona 10 g/L, extracto de
bacto-levadura 5 g/L, NaCl 5 g/L
| Agar Luria-Bertani Medio LB + agar-agar 15 g/L
Medio SOC Bacto-triptona 20 g/L, extracto de

bacto-levadura 5 g/L, 0.5 g/L NaCl, 1
g/L. MgClz anhidro, 3,6 g/L glucosa

TAE 50X 242 g/L Tris; 57,1 mL/L acido acético
concentrado; 200 mL/LL EDTA 0,5M
EDTA 0,5 M EDTA 0,5 M pH 8

Tabla 10: Soluciones para otros métodos

Solucién Composicidn y caracteristicas
PBS 10X (NaCl 1,3 M, NaHPOs 0,07 M,
NaH2PO4, 0,03 M pH 7)
Tampén de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 6,8, SDS 2%,
glicerol 10%)
Reactivo de Bradford (Coomasie Blue G 0,5 mg/mL, metanol

25%, H3PO4 42 ,5%)
Tampén de carga para proteinas | Tris-HCI 375 mM, SDS 9%, glicerol

6X 50%, azul de bromofenol 0,03%, DTT
0,6 M

Tris-HCI 1M pH 8,8 Solucién acuosa 1M tris-(hidroximetil)-
aminometano, pH ajustado a 8,8

Tris-HCI 1,5M pH 6,8 Solucién acuosa 1,5M tris-
(hidroximetil)-aminometano, pH
ajustado a 6,8

Tampén de corrida (Tris HCl 25 mM pH 8,8, Glicina 192
mM, 0,1% SDS)

Tampon de transferencia Tris-HCI 48 mM pH 7,4, glicina 39 mM,
metanol 20%

TBS 10X Tris-HCI 0,5 M pH 7,4, NaCl 1,5 M
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TTBS 0,1%

TBS 1X, 0,1% Tween-20

Persulfato de amonio 10%

Solucién persulfato de amino al 10% p/v

Otros materiales y utensilios usados en el trabajo se indican en la tabla 11.

Tabla 11: Otros materiales y utensilios

Material o utensilio Fabricante Procedencia
Pinzas N°5 no magnéticas A. Dumont & Fils | Suiza
Sistema para separacion | BioRad California. EE.UU
por electroforesis de
proteinas e inmunoblot.
Porta objetos 26x76mm 1mm | Delta Lab Barcelona. Espania
de espesor.
Capilares de vidrio | Hardvard Holliston,
borosilicato 1,00 mm O.D. x | Apparatus Massachusetts. EEUU
0,78 mm 1.D.
Placas plasticas de 96 | Orange Scientific
pocillos
Peliculas Rayos-X Super HR- | Fuji Film Tokio. Japén
U 100 NIF.
Cubreobjetos 24x24mm. Marienfeld Lauda-Kénigshofen,

Alemania

Esmalte de uiias | Maybelline New York. EEUU
transparente.

¢

o

Métodos de biologia molecular

Generacion de bacterias quimiocompetentes

Bacterias fueron crecidas a 37°C en medio LB en condiciones aerébicas
toda la noche, este cultivo fue utilizado como pre-inéculo para hacer una dilucién
1:50 en el mismo medio de cultivo. Este fue crecido por 3 horas a 37°C a 200 rpm
o hasta alcanzar una ODeoo de 0,5. Las bacterias fueron centrifugadas a 6000Xg

por 5 minutos, lavadas con agua estéril y resuspendidas en una solucién de CaClz
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0.1 M 10% v/v glicerol para almacenarlas a -80°C en alicuotas de 100 yL.

Transformacién bacteriana.

Se agregd directamente a 50 pL de bacterias quimiocompetentes
descongeladas, resuspendidas en CaCl2 100 mM, 0.2 — 1 ug del vector a
transformar segun corresponda. Se incubd 30 minutos en hielo y luego se realizé
un shock térmico a 42°C durante 45 segundos. Las bacterias se recuperaron en
medio SOC a 37°C durante 30 minutos con agitacién, luego se centrifugaron y

plaquearon en agar Luria con antibiético. Se incubaron toda la noche a 37°C.

Medios y condiciones de cultivo bacteriano.

Bacterias XL-1 quimiocompetentes se cultivaron a 37 °C en forma
aerdbica en medio Luria-Bertani (LB). También se realiz6 cultivos en agar Luria
(AL). La concentracién de trabajo de los antibidticos fue 100 pg/mL para

ampicilina (amp) y 50 yg/mL kanamicina (kan)
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PCR de colonias.
Para corroborar sentido de orientacién del inserto clonado, se realizé una

reaccion de polimerasa en cadena (PCR) de colonias con el siguiente protocolo:

Reactivo Volumen (uL)

H20 18
Tampén 10X 2
MgCL2 (25 mM) 0.3
dNTPs (10 mM) 0.2
Partidor 1 (100 mM) 0.2
Partidor 2 (100 miM) 0.2
DNA Taq Polimerasa 0.1

Volumen total 20

Los volimenes corresponden a una reaccion, se realizé al menos una por colonia
y un control negativo. Los partidores utilizados para estas reacciones son
universales y corresponden a M13F y M13R. Para agregar el DNA templado a
estos 10 pL totales, se seleccioné una colonia directamente desde la placay ala
vez se prepard una réplica de las colonias en otra placa de agar Luria con el
antibidtico de seleccién que se cultivé a 37°C durante 6 horas. Los productos de

PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%.

Extraccion de DNA plasmidial.

Para la extraccién de plasmidos se utiliz6 el sistema comercial E.Z.N.A.
Plasmid Miniprep de Omega Bio-Tek, siguiendo el protocolo de los fabricantes.
En breve, se centrifugd un cuitivo de 5 mL crecido a 37°C toda la noche en medio
liquido Luria con antibiético, el cual se resuspendié en 250 pL de solucion de

resuspension con RNAsa A, luego se afiadieron 250 pL de la solucién de lisis v,
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seguido de una breve incubacion a temperatura ambiente, se afiadieron 350 uL
de solucién neutralizadora y se centrifugd durante 10 minutos a temperatura
ambiente. El lisado clarificado se transfirié a una columna equilibrada con 100 pL
de tampdn de equilibrio y se centrifugd durante 1 minuto. Se lavé la columna con
500 pL de tampén HB y luego con 700 uL de tampon de lavado de DNA diluido
en etanol 70%. Finalmente, el DNA plasmidial se eluy6é con 50 uL de agua

destilada y se almacend a -20°C hasta su uso.

Electroforesis de DNA y RNA en geles de agarosa.

Se prepararon geles de agarosa al 1% para visualizar DNA o al 2% para
visualizar RNA en tampén TAE 1X con GelRed (0,25-1 pug/mL). Las muestras de
interés se mezclaron con el tampén de carga y luego se cargaron en el gel en
paralelo con un marcador de peso molecular de 1 Kb. La electroforesis se realizd
a 100 V durante 15-45 minutos. Las bandas de DNA o RNA se visualizaron y se

fotografiaron en un transiluminador UV.

Digestion con enzimas de restriccion.

Para realizar cortes enzimaticos se usaron 0,5-3 ug de DNA plasmidial,
0,5-2 yL de enzima(s) de restriccion y la cantidad adecuada (10% del volumen
total) de tampén correspondiente a la(s) enzima(s) en un volumen total de 20-30
UL completados con agua destilada. La reacciéon se incubé a 37°C durante 2
horas. Luego, se confirmo la digestion mediante electroforesis de DNA en geles

de agarosa.
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Clonamiento convencional por ligacion utilizando ligasa T4

Se digirieron 1 ug de DNA (inserto o vector) con la combinacién de
enzimas de restriccién correspondiente. Se purificaron los fragmentos fras su
electroforesis en geles de agarosa. Los productos obtenidos fueron cuantificados
para luego ser mezclados en proporcién 1:3 (vector:inserto) junto con ligasa T4
segun las instrucciones del fabricante (New England BioLabs). La mezcla fue
incubada a temperatura ambiente por al menos 8 horas y luego fue utilizada para
transformar bacterias quimiocompetentes. Los clones positivos se identificaron

por PCR.

Clonamiento direccional mediante tecnologia Invitrogen Gateway
A partir de cDNA previamente sintetizado desde RNA total de Drosophila
se amplific por PCR utilizando una Taq polimerasa de alta fidelidad, se amplifico
el producto de interés. Una vez confirmado la identidad de éste, se incubé con el
vector de entrada (pENTR) segun las proporciones:
Reactivo Volumen

Producto de PCR 0,5-4 uL

Solucién Salina 1L

Vector TOPO 1L

Agua estéril Hasta completar 5 yL
Volumen final 5 pL

Luego se transformaron 2 uL de la muestra en bacterias quimiocompetentes. De

las colonias positivas se exirajo el vector para ser secuenciado. Una vez
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confirmada su secuencia, el vector se incubd con el vector de destino en
presencia de la recombinasa en las siguientes proporciones:
Reactivo Volumen

Clon pENTR positivo 1 uL
Vector de destino 1L

LR Clonase li 2 uL
Buffer TE, pH 8 Hasta 8 uL
Volumen final 8 L

Inmediatamente después se transformaron 2 L de la muestra. De las colonias

positivas se extrajo el vector para ser utilizado

Secuenciacién de construcciones

Se realizaron minipreparaciones de DNA plasmidial y se enviaron a
Macrogen (Seul, Corea) para su secuenciacion utilizando partidores universales
(M13). La concentracion de las minipreparaciones se estimé utilizando un equipo
Nanodrop (Nanophotometer, Implen). La informacién de las secuencias

obtenidas se analiz6 con SnapGene 1.1.3 (GSL Biotech LLC)

Protocolos experimentales para Drosophila
Condiciones de cultivo

Los animales utilizados en todos los experimentos fueron crecidos a 25°C,
a menos que se indique de otra forma, en viales plasticos con medio de cultivo
solido preparado con harina de trigo (50 g/L), levadura fresca (100 g/L), agar-agar
(11 g/L), dextrosa monohidratada (80 g/L), &cido propiénico (6 mL/L) y Nipagin

(1,56 g/L). A esta temperatura, el ciclo de vida de D. melanogastertoma alrededor

41




de 10 dias. Por otra parte, el almacenamiento a largo plazo de las cepas se

realiza a 17°C en las mismas condiciones.

Generacion de animales mosaico en la configuracién FLP-out

Todas las cepas fueron generadas por cruces estandar. La progenie de
determinados cruces fue sometida a un golpe de calor (37°C) por 7 minutos
36+12 horas luego del depésito del huevo. Larvas estadio Il que poseian clones
(células GFP+) fueron disectadas y procesadas para ser visualizadas por

microscopia confocal.

Induccién de clones mitéticos

Todas las cepas fueron generadas por cruces estandar. La progenie de
determinados cruces fue sometida a un golpe de calor (37°C) por 1 hora 616
horas luego del depédsito del huevo. Hembras de los cruces (GFP+) fueron

disectadas y procesadas para su visualizaciéon por microscopia confocal.

Extracciéon de RNA total de larvas.

Se homogeneizaron 5 larvas de estadio 3 en tubos de centrifuga de 1,5
mL en 100 pL Trizol en hielo. Se centrifugé a 13.670 x g durante 10 minutos a
4°C. Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo nuevo y se incubé a temperatura
ambiente durante 20 minutos. Se afiadieron 20 uL de cloroformo, se agité
vigorosamente durante 15 segundos y se incubé a temperatura ambiente durante

2 minutos. Se centrifugdé a 9.500 x g durante 15 minutos a 4°C, se transfiri6 la
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fase acuosa a un tubo nuevo, se adicionaron 50 L de isopropanol y se incubé
en hielo durante 20 minutos. Se centrifugd a 9.500 x g durante 10 minutos a 4°C,
luego se lavé el precipitado con 100 uL etanol 75%, se dejé secar a temperatura
ambiente y el RNA se resuspendié en 10 yL de agua libre de RNAsa. El RNA

almacené a -80°C hasta su uso.

Sintesis de cDNA y PCR semi-cuantitativa.

Se utilizb el sistema comercial RT-PCR Improm Il de Promega y se
siguieron las recomendaciones de los fabricantes. En resumen, se realizé una
mezcla que contenia 2 ug de RNA total, 1 uL partidores al azar y agua libre de
nucleasas para completar un volumen final de 5 pL. Esta mezcla se incubé
durante 5 minutos a 70°C y luego durante 5 minutos en hielo. Se realizé una
mezcla de reaccion de RT (reverse transcription) que contenia 4 L tampén de
reaccion 5X, 3 uL MgCI2, 1 uL dNTPs, 1 uL RNAsin, 1 uL transcriptasa reversa
y agua libre de nucleasas para completar un volumen total de 15 pL. Se
agregaron estos 15 puL de mezcla de RT a los 5 yL de mezcla de RNA con

partidores y se realizé el programa recomendado por el fabricante.

Procesamiento no-convencional del mRNA de Xbp-1

/ Para detectar el procesamienio del mRNA de xbp-1 se utilizaron los
siguientes  partidores: =~ 5-CAGATGCATCAGCCAATCCAAC-3' y 5-
ACAACTTTCCAGAG TGAG-3'y el programa utilizado fue el siguiente: 2 min. de

denaturacién 95°C, luego 1min. de denaturacién 95°C, 50 seg. de hibridacion
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56°C, 50 seg. de elongacién 72°C por 35 ciclos y 10 min. finales de elongacion a
72°C. Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en gel de

agarosa-1000 al 2,5% y visualizados con tincién GelRed.

Extraccion de RNAs pequeiios a partir de larvas

Se recolectaron las larvas de los genotipos a analizar. Fueron lavadas
profusamente con agua destilada para eliminar restos de comida. Una vez limpias
fueron enjuagadas con tampén acetato de sodio 50 mM pH5.0. Se elimina el
liquido y se agrega 3 ml del mismo tampén por cada gramo de animales. En hielo
se homogenizan completamente las larvas. Luego se agregé un volumen de fenol
saturado en acetato de sodio 50 mM pH5.0. Las muestras se mantuvieron en
agitacion constante toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, se
centrifugaron por 20 min a 13.000Xg y se recuper? el sobrenadante al cual se le
agregd un volumen de fenol saturado acido. Se agitaron por 2 minutos. Se
centrifugaron nuevamente por 20 min a 13.000Xg y se recuper6 el sobrenadante
en un tubo bueno. Se agregé un volumen de cloroformo y se agité por 2 minutos.
Se centrifugé a 13.000Xg a TA por 20 minutos y se recuperd la fase acuosa
(superior). A la solucién recuperada se le agrega 0.2 volimenes de NaCl 5M
(concentracién final 1M NaCl), se mezcl6 y se adicioné 0.2 volimenes de
isopropanol se mezclé e incub6é por 1 hora a -20°C. Luego se centrifugé a
13.000Xg a 4°C por 20 minutos. Se recuperd el sobrenadante al cual se le
adicionaron 0.6 volimenes de isopropanol, se mezclaron e incubaron a -20°C

toda la noche. Al dia siguiente se centrifugaron a 13.000Xg a 4°C, se descarto el
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sobrenadante y el precipitado se lavé con un volumen de etanol 70%. Se
centrifugaron a 13.000Xg a 4°C por 5 minutos, se descarté el sobrenadante y se
dejo secar el precipitado, invirtiendo el tubo sobre un trozo de papel absorbente.
Luego el pellet fue resuspendido en 50-100 uL de agua libre de nucleasas. El

material fue almacenado a -80°C hasta su uso.

Ensayos de hibridacion positiva en ausencia de t°A (HPA t¢A)

En membranas neutras Biodyne A (Thermo Scientific) se inmoviliza 1 ug
de RNAs pequefios extraidos anteriormente exponiendo las membranas 3
minutos a la luz UV emitida por un transiluminador a su maxima potencia. Luego
de haber inmovilizado el RNA a la membrana, ésta se deja bloqueando con
solucién Easy Hyb (Roche) por una hora a 42 °C con agitacién constante,
considerando 0,5 mL de solucién por cada cm? de membrana que se esté
utilizando. Se agregé la sonda especifica (tabla 12) diluida 1:10.000 en Easy Hyb
para incubar toda la noche a 42°C con agitacién constante. Se lavo 3 veces por
10 minutos con 2X SSC 0,2%SDS y luego 3 veces por 5 minutos con Wash Buffer
del kit BrightStar (Ambion). La membrana incubada con la sonda ACL fue
sometida a 2 lavados extra, el primero a 55°C y el restante a temperatura
ambiente. Se bloqued con Blocking Buffer por 30 minutos a temperatura
ambiente, se descart6 esta solucién y fue reemplazada por igual volumen de la
misma solucién fresca para incubar 15 minutos extra a temperatura ambiente. Se
agrego el reactivo Strep-AP (Streptavindina-Fosfatasa alcalina) diluido 1:10.000

en Blocking Buffery se incub6 15 minutos a temperatura ambiente con agitacién
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constante. Las membranas fueron lavadas 3 veces por 10 min a temperatura
ambiente con Wash Buffer. Acto seguido se hizo 3 lavados de 5 minutos cada
uno con Assay Buffer para luego revelar utilizando el reactivo incluido en el kit
que genera quimioluminiscencia en presencia de fosfatasa alcalina, la que se

detectd utilizando films radiolégicos (AGFA).

Tabla 12: Sondas utilizadas en ensayos HPAt°A

Sonda Secuencia .
Drosophila sonda | /5BiosG/TC TGG GTT ATG GGC CCA GC
tRNAMtACL
Drosophila sonda tRNAMTL | /5BiosG/GA GCA AGG TTT CGA TCC TCG

*5BiosG: corresponde a la presencia de biotina en el 5°

Extraccion de proteina total de larvas

Se colectaron al menos 10 larvas en PBS 1X frio (en hielo) y luego se
homogenizaron en 100 pL de tampén de lisis RIPA con inhibidores de proteasas
y fosfatasas (Pierce, USA) utilizando un pistilo plastico. El volumen de tampén
fue escalado segln el tamario de los animales utilizados. Se centrifugaron a
14000 x g durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue colectado en un
segundo tubo de 1.5 mL y almacenado a -80°C. Se determinaron las
concentraciones de proteinas por el método colorimétrico de Bradford, utilizando

albumina de suero bovino (BSA) como estandar para la curva de calibracién.

Analisis de extractos proteicos mediante Western blot
Los exiractos proteicos fueron preparados en tampoén de carga para

electroforesis de proteinas, se incubaron a 95°C durante 5 minutos y mantuvieron
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en hielo hasta cargar el gel. Se prepararon geles SDS-PAGE a diferentes
concentraciones dependiendo de la proteina a analizar. Se cargaron entre 100
Mg de proteina y 3 L de marcador de peso molecular (Fermentas, PageRuler
Prestained Molecular Weight Marker Plus SM1811). El gel fue sometido a
electroforesis durante 15 minutos a 70V y durante 2 horas a 100V. Luego se
realizé la transferencia a 350 mA durante 2 horas en tampén de transferencia
utilizando membranas de nitrocelulosa de 0,45 um de diametro de poro
(Whatman, USA). La membrana se tifié con rojo Ponceau (rojo Ponceau 0,1%
(Sigma), acido acético glacial 5%), para confirmar la ausencia de burbujas y que
la transferencia de las proteinas ocurri6 de forma adecuada. Las membranas se
lavaron 3 veces con TTBS 0,1% (500 mL TBS 1X, 500 uL Tween-20). El bloqueo
se realizé con 5% a 7% leche o BSA en TTBS 0,1% durante 2 horas a
temperatura ambiente con agitacién constante. La membrana se incubd con el
anticuerpo deseado diluido en 1% a 5% leche 0o BSA en TTBS 0,1% toda la noche
a 4°C con agitacion constante (tabla 13). Se lavé 3 veces con TTBS 0,1% con
agitacion y se incub6 con el anticuerpo secundario diluido en 1% a 5% (tabla 13)
leche 0 BSA en TTBS 0,1% durante 2 horas a TA con agitacién constante, para
finalmente lavar 3 veces con TTBS 0,1% con agitacién. Las membranas se
almacenaron en TBS 1X a 4°C hasta su revelado. Para éste, se incubd la
membrana con partes iguales de los reactivos A y B del kit de ECL (Pierce, Super
West Pico/Femto ECL (enhanced chemiluminiscence)) durante 3 minutos. Luego
se elimind el exceso de reactivo de la membrana, y se coloca entre l[aminas de

plastico. Las peliculas para rayos X se expusieron entre 1 — 20 minutos y fueron
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reveladas utilizando maquina para revelado (AGFA).

Tabla 13: Anticuerpos primarios y secundarios usados en Western blot

Anticuerpo Bloqueo Dilucion

Anti-B-actina (Santa Cruz Biotech) ratén, 5% leche en TTBS 1:1000
monoclonal 0,1%

Anti-Fosfo Akt (Ser505) (Cell Signaling) 5% BSA TTBS 0.1% 1:500
Anti-Akt (Cell Signaling) 5% BSA TTBS 0.1% 1:500
Anti-Fosfo S6K (Cell Signaling) 5% BSA TTBS 0.1% 1:500
Anti-S6K (Cell Signaling) 5% BSATTBS 0.1% 1:500
Anti-Fosfo elF2a 5% BSA TTBS 0.1% 1:500
Anti-LC3b 5% BSA TTBS 0.1% 1:1000
Anti-IgG de conejo-HRP (Calbiochem) 5% BSA TTBS 0.1% 1:1000
Anti-IgG de ratén-HRP (Calbiochem) 5% BSATTBS 0.1% 1:1000

Inmunofluorescencia y microscopia confocal.

Para cada experimento, se disectaron bajo lupa 10-15 larvas de estadio
tres en PBS 1X utilizando pinzas, tardando como maximo 30 minutos y
manteniendo las carcasas en hielo. Luego las carcasas se fijaron en 500 pL de
PFA (paraformaldehido) 4% en PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente,
se lavaron 3 veces durante 5 minutos con solucién de lavado (PBS 1X, 0,3%
Triton X-100), se bloquearon por al menos 1 hora en solucién de bloqueo (PBS
1X, 1% BSA, 0,3% Triton X-100) y se incubaron con anticuerpo primario (tabla
14) diluido en solucién de bloqueo a 4°C toda la noche sin agitacién. Se lavaron
4 veces durante 20 minutos cada una, se bloquearon una hora y se incubaron
con anticuerpo secundario (tabla 14) diluido en solucién de bloqueo durante 2
horas a temperatura ambiente con agitaciéon. En algunos casos se realizaron

tinciones de F-actina con Faloidina-TRITC (Sigma) para visualizar el
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citoesqueleto de actina y de DNA con Topro-3 (Invitrogen) para visualizar los
ndcleos (tabla 15). Finalmente se lavaron 3 veces durante 15 minutos con
solucién de lavado. Los tejidos de interés se montaron con medio de montaje
Vectashield (Vector Laboratories), y se sellaron con esmalte de ufas
transparente. Las muestras se guardaron a 4°C para su posterior analisis
mediante microscopia confocal. Las imagenes se capturaron utilizando un
microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta. Se analizaron utilizando LSM Image

Browser Versién 4.2.0.121, ImageJ y Adobe Photoshop CS5 Extended.
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Tabla 14: Anticuerpos primarios y secundarios inmunofluorescencia

Anticuerpo primario Origen Dilucién
Anti-Fosfo Histona H3, conejo policlonal Upstate 1:500
Anti-Caspasa 3 clivada: conejo, policlonal Cell Signaling 1:100
Anti-Bromodeoxiuridina: ratébn monoclonal Dako 1:200
Anti-epitopo HA: ratén, monoclonal Santa Cruz 1:500
Anti-epitopo HA: conejo, policlonal Sigma 1:500
Anti-IgG ratén AlexaFluor 488 Invitrogen 1:200
Anti-lgG ratén AlexaFluor 568 Invitrogen 1:200
Anti-lgG conejo AlexaFluor 488 Invitrogen 1:200
Anti-lgG conejo AlexaFluor 568 Invitrogen 1:200

Tabla 15: Otras tinciones

Tinte Origen Dilucién
Faloidina-TRITC Sigma 1:200
TO-PRO3 ioduro 642 Invifrogen 1:200

Centrifugacion en gradiente de polisomas

Larvas de los fenotipos deseados fueron recolectadas y lavadas 3 veces
con agua destilada para luego ser lisadas en tres volimenes de tampén de lisis
de polisomas (Tris-HCI 25 mM pH 7,4, MgCl2 10 mM, NaCl 250 mM, 1% Triton-X
100, 0,5% desoxicolato de sodio, 100 ug/mL ciclohexamida, 1mg/mL heparina,
1X céctel inhibidores de proteasa, PMSF 2,5 mM, NaF 5 mM, ortovanadato de
sodio 1 mM, 200 U/mL Ribolock (Fermentas). Para identificar la fraccién
ribosomas, los animales fueron lisados con buffer de lisis de ribosomas (Tris-HCI
25 mM pH 7,4, EDTA 5 mM, NaCl 250 mM, 1% Triton-X 100, 0,5% desoxicolato
de sodio, 100 pg/mL ciclohexamida, 1mg/mL heparina, 1X coctel inhibidores de
proteasa, PMSF 2,5 mM, NaF 5 mM, ortovanadato de sodio 1 mM, 200 U/mL

Ribolock (Fermentas). Los lisados fueron centrifugados por 10 min a 15000 x g
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para recuperar los sobrenadantes que fueron reservados en hielo hasta su uso.
Sobre un gradiente discontinuo de sacarosa 15-45% preparada en (Tris-HCI 25
mM pH 7,4, MgCl2 10 mM, NaCl 250 mM, 1% Triton-X 100, 0,5% desoxicolato de
sodio, 100 yg/mL ciclohexamida, 1mg/mL heparina, 1X coctel inhibidores de
proteasa, PMSF 2,5 mM, NaF 5 mM, ortovanadato de sodio 1 mM, 200 U/mL
Ribolock (Fermentas) fueron cargados los correspondientes lisados (400 ug de
RNA total) y ultracentrifugados a 110000 x g por 4 horas utilizando tubos de 11
mL (Beckman-Coulter). El perfil de polisomas fue obtenido utilizando un detector

UV continuo midiendo la absorbancia a 260 nm.

Citometria de flujo

Los experimentos de citometria de flujo fueron realizados segiin (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, lo cual nos permite separar la poblacién 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 L de Tripsina/EDTA 10X (Sigma) y 10 uM de
DRAQS5 (Biostatus, tincion de DNA en rojo lejano, 1 uL). La disociacién de las
células se llevé a cabo a 25°C durante 2 horas con agitacion. Para detener la
accion de la Tripsina se afiade suero fetal bovino al 2%. Las células son filiradas

a traveés de una malla Nythal de 0,35 um, transferidas a un tubo de citémetro y

llevadas inmediatamente para su analisis en un citbmetro FACSCanto (BD,




Laboratorio de Inmunologia, Universidad de Chile). Se recogieron los parametros
de forward scattering (FSC, que refleja el tamario celular), side scattering (SSC,
que refleja la rugosidad celular), ademas de la fluorescencia en los canales de
GFP y PerCP (rojo lejano, correspondiente al DNA). Los resultados obtenidos
fueron analizados utilizando la herramienta de comparacién de poblaciones del
programa FlowJo (TreeStar) respecto al tamafio celular (nimero de células vs.

FSC).

Andlisis del tamafio celular en alas adultas.

Se fijaron hembras adultas con el genotipo de interés durante al menos
dos horas en etanol 96% a temperatura ambiente. Las alas izquierdas se
disectaron y fueron montadas para andlisis microscopico en portaobjetos con
acido lactico:etanol (1:1). De estos 6rganos se analizé 3 parametros: el area total
del ala, la del compartimiento posterior, del anterior y el niimero de células en un
area definida (densidad celular) (Anexo 4). Las alas montadas se visualizaron
con un microscopio Olympus y fueron fotografiadas con una camara digital Motic
2500.

Se midi¢ las areas del ala completo o de cada uno de los compartimientos
segun correspondié utilizando Adobe Photoshop Extended CS5. Cuando se
midi6 el area de los compartimientos, se hizo una proporcién posterior:anterior
para mostrar cambios en el area del primero. Durante el desarrollo del ala de
Drosophila, cada célula forma un tricoma o pelo, por lo cual se puede estimar el

numero de células contando los tricomas presentes. Para esto, se fotografiaron
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las alas montadas a un aumento mayor. El nimero de células se determiné
contando los tricomas en Adobe Photoshop CS5. Se graficaron los promedios.
Para ambos parametros cuantificados se realizaron ANOVA. Se consideré un

valor p<0,005 para la significancia.

Estimacion del volumen larvario
Se calcul6 el volumen de al menos 50 larvas como una revolucién de un

elipsoide con la férmula 4/31 ab?, donde a es el largo y b el ancho de la larva.

Obtencién y analisis de moscas transgénicas.

Para el desarrollo de este trabajo, fue necesario generar diversos animales
transgenicos por el método de la transformacion de la linea germinal descrito por
Spradling y Rubin (Rubin y Spradling 1982). El sistema de transformacién binario
consiste en dos plasmidos que deben ser co-inyectados. Uno codifica la
transposasa P, denominado “pHelper”, y el otro que contiene el elemento P, el
transgen y un marcador de seleccién dominante, indispensable para identificar
los eventos de insercién. Este genera un fenotipo visible que no afecta la
viabilidad de las moscas. En este caso se utilizé el marcador de color de ojos
white, uno de los més populares. Las mezcla de pH-StingertRNA™!t y pHelper a
inyectar fue la siguiente: 1,5 ug pH-Stinger-tRNA™ con 0,7 ug pHelper. Se llevé
a un volumen final de 90 yL con H20, se afiadieron 10 uL acetato de sodio 3M
pH 5.2'y 250 UL etanol. La mezcla se incub6 a -20°C toda la noche para permitir

la precipitacion del DNA. Se centrifugé a 13.670 x g durante 15 minutos y luego
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se resuspendié en 20 uL de tampédn de inyeccion (PBS 10 mM pH 7,8, KCI 5

mM). Se almacené a 4°C hasta su uso.

Microinyeccion de embriones

Los parametros utilizados para obtener las agujas de microinyeccion
fueron los siguientes: R= 351, H= 345, P= 55, V= 90, T/D= 80 y P= 500 en un
puller (Sutter Instruments Co., Modelo P-97). Se colectaron embriones de la linea
yellow white (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 decorionaron
en 50% hipoclorito de sodio comercial diluido en 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 animales transgénicos se

seleccionaron por estrategias genéticas estandar.
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RESULTADOS

1. Establecer que piitrii, el ortélogo de KAE1, es necesario para la

sintesis de t°A en Drosophila

11. Identificacién del ortélogo de KAE7 en Drosophila melanogaster
La modificacién t°A es universalmente conservada, estd presente en
practicamente todos los organismos que se conocen, salvo en algunas bacterias
que llevan un estilo de vida parasitico (Machnicka y col. 2013, Grosjean y col.
2014). Asimismo la maquinaria requerida para su sintesis también es conservada
(Thiaville y col. 2015). D. melanogaster no es la excepcion, esta modificacion se
encuentra presente en los tRNAs que interactGan con codones del tipo ANN
(Silverman y col. 1979). Como primera aproximacion para identificar el ortélogo
de KAET en Drosophila utilizamos la herramienta BLASTP (Mount 2007)
ingresando la secuencia de la proteina de S. cerevisiae S288c (GeneBank
NP_012964.2). La busqueda arrojé una proteina con 60% de identidad, un
porcentaje de cobertura de 95% y un E-value de 5x107154, El alto grado de
identidad sugiere una relacion de ortologia entre ellas. La proteina encontrada es
codificada por un Jocus sin nombre, identificado sélo por el codigo CG4933 que

se encuentra en el brazo izquierdo del cromosoma 3 (3L) en la posicion citolégica
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72E2 (http:/fflybase.org/reports/FBgn0036615.html). Se predice que produce un
tnico transcrito con 3 exones y codifica para una proteina de 347 animo acidos
(Figura 5A) que un analisis hecho en InterPro muestra la presencia de un dominio
tipo-Gep que actualmente se acepta esta relacionado con la sintesis de t8A
(Quevillon y col. 2005), posicionandola como miembro de la familia Kae1/YgjD
(Figura 5B). De manera complementaria se realizé un alineamiento miuiltiple
utilizando distintos ortlogos de KAE7 provenientes de diversos organismos y
que pertenecen a la familia Kae1/YgjD. Todos las proteinas analizadas presentan
una extensa conservacion en elementos de sus estructuras secundarias (Anexo
5, Figura S7), asimismo se aprecia la conservacion de los amino Aacidos
necesarios para la actividad de las enzimas (Mao y col. 2008). La conservacion
de secuencia y estructura sugieren fuertemente que CG4933 corresponde al

ortélogo de KAE1 en D. melanogaster.
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Figura 5: Representacion esquematica del locus CG4933.

(A) Se representa la estructura del locus CG4933, ubicado en 3L:72E2. Se
muestra el gen que da origen a un Unico transcrito (el 5 UTR se presenta en azul
y la secuencia codificante en rojo). (B) La proteina codificada por CG4933
presenta un dominio tipo-Gcep, indicado en amarillo.
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1.2. Complementacion inter-especie

Para determinar si hay conservacién entre ortdlogos, realizamos
experimentos de complementacién funcional inter-especie. Levaduras mutantes
para KAE1 que presentan un crecimiento lento tanto en medio soélido (Figura 6A,
fila central) como en liquido (Figura 6B, curva de color rojo) se transformaron con
un vector de expresiéon (pDEST52) en el cual estaba clonada la secuencia
codificante de CG4933 (Figura 6Ay B, tltima fila y curva verde, respectivamente).
Estas cepas fueron cultivas junto con células control en medio soélido y liquido
respectivamente para comprar su velocidad de crecimiento. En ambas
condiciones, el crecimiento defectuoso pudo complementarse de manera parcial
pero significativa. De manera adicional, utilizando el sistema Gal4/UAS se
expreso en el ala de Drosophila un invertido repetido que activa el fenémeno de
RNA de interferencia (RNAi) (Misquitta y Paterson 1999) especifico contra el
MRNA de CG4933 (Anexo 6, Figura S8). El driver utilizado en estos experimentos
fue engrailed-Gal4 (en>Gal4) que expresa Gal4 en el compartimiento posterior
del disco imaginal de ala, de tal manera que los efectos causados por el
silenciamiento fueron evaluados en las alas de animales adultos (Detalles de
morfologia de este érgano en Anexo 4, Figura S6). El silenciamiento de CG4933
generé una disminucién cercana al 40% en el tamario del sector D del ala (Figura
6C, area color verde). Este fenotipo pudo ser parcialmente rescatado por la
expresion de KAE1 (Figura 6C, ala inferior). En conjunto los resultados apoyan

que existe una conservacion funcional enire CG4933 y KAE1.
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Figura 6: Conservacion funcional entre CG4933 y KAE1

(A) Levaduras crecidas en medio solido haciendo diluciones seriadas de
izquierda a derecha en un factor de 10. Se compara células control con las
mutantes nulas para KAE11 (AKAET) y las mismas, expresando CG4933
(AKAE1+CG4933). El mismo experimento de complementacién fue realizado en
medio liquido (B), las cepas correspondientes se indican con un codigo de colores
(n=10, p<0.005). En Drosophila utilizando el sistema Gal4/UAS se silencio
CG4933 en el compartimiento posterior de ala (en>IR, imagen central) y
simultaneamente se expres6 KAE1 (en>IR+KAE1, parte inferior). El area del
sector D fue cuantificada (n=50, ***p<0.005).
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1.3. La expresion de CG4933 en levaduras mutantes para KAE7 no es

capaz de reestablecer la sintesis de t°A

Considerando que se observa un rescate parcial del fenotipo de la falta de
funcién de KAE1, nos preguntamos si realmente [a expresion de CG4933 era
capaz de reestablecer la sintesis de 1A en levaduras mutantes para KAE1.
Ademas hicimos extensivo el analisis a otras enzimas que participan en la
sintesis de esta modificacion como son BUD32 (El Yacoubi y col. 2011) y SUA5
(El Yacoubi y col. 2009). Se extrajo tRNAs de levaduras control, mutantes para
KAE1, BUD32, SUAS y mutantes que expresan el ortélogo correspondiente de
Drosophila. Los acidos nucleicos obtenidos fueron sometidos a digestion y
analizados por HPLC (El Yacoubi y col. 2009, El Yacoubi y col. 2011). De manera
sorpresiva, en las levaduras mutantes rescatadas con CG4933 no se observa un
restablecimiento de los niveles silvestres de t8A (Figura 7A). Por el contrario al
rescatar los mutantes para SUAS con el ortélogo de Drosophila, se observé un
pico cercano a los 24 minutos, correspondiente a esta modificacion (Figura 7B).
Un escenario similar a lo que ocurre para KAE1 se observé en las levaduras
mutantes para BUD32 y rescatadas con Prpk (Figura 7C). En el Anexo 7 (Figura
S9) se muestran los fenotipos de las levaduras mutantes para SUA5 y BUD32

complementadas con sus contrapartes provenientes de Drosophila.
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Figura 7: Deteccion por HPLC de t°A en levaduras mutantes
complementadas con ortélogos provenientes de Drosophila

Cromatogramas representativos de un estandar de t°A o mezclas de nucleésidos
de tRNAs provenientes de levaduras mutantes (AKAE1, ASUA5 y ABUD32)
complementadas con el ortblogo de Drosophila  correspondiente
(AKAE1+CG4933, ASUAS+dSuab y ABUD32+Prpk). Los cromatogramas son
representativos de 3 experimentos independientes para cada condicion
ensayada.
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Los resultados sugieren que CG4933 es capaz de rescatar la falta de
KAE1 en levadura, sin embargo esto no se ve reflejado en recuperar los niveles
de t8A. Una explicacidén es que CG4933 pueda tener ofra funcién distinta a la
sintesis de la modificacién. Algo que también ocurre con Prpk. Otra explicacion
es que ambas proteinas requieren a su compafiera de la misma especie,
recordemos que forman el nucleo cataliticamente activo del complejo
KEOPS/EKC (Mao y col. 2008). Por otro parte, también debemos considerar que
los niveles y/o patron de expresion de los ortdlogos podrian no ser suficientes
para recuperar los niveles de t°A para el caso de mutantes de KAE1 y BUD32,

contrario a lo que ocurre con los de SUAS.

1.4. Deteccion indirecta de tA

La pregunta si CG4933 es necesario para la sintesis de t°A en Drosophila

sigue abierta y en el siguiente apartado se buscé dar una respuesta a este punto.
Para establecer esta funcién, necesitamos mostrar que animales mutantes para
CG4933 presentan cambios en la proporcion de tRNAs modificados con t°A, que
se encuentra en posicioén 37, ubicada en el brazo del anti-codén (Figura 8A). Para
detectar t°A empleamos una metodologia indirecta basada en la hibridacion de
dos sondas especificas, la primera se une a la regién del tRNA iniciador donde

se encuentra t°A (ASL; anticodon stem loop), mientras que la segunda (TL; T-

loop) lo hace en una regién donde la hibridacién no se ve afectada por esta

modificacién y se utiliza como un control de carga (Figura 8A). En relacién a la
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sonda ASL, la presencia de la modificacién es capaz de interferir en la interaccion
entre la sonda y el t{RNA debido a su estructura voluminosa. Asi, la interaccion
Watson-Crick entre un tRNA sin modificaciéon y la sonda es maxima,
observandose la mayor intensidad de sefial. Ahora, cuando la modificacion esta
presente, la interaccion se ve disminuida, repercutiendo en la intensidad de sefial
obtenida (Figura 8B). Denominamos a esta técnica hibridacién positiva en
ausencia de t°A (HPAA). Para poner a prueba este razonamiento, se purifico
tRNAs desde levaduras control y mutantes para SUA5, otra enzima necesaria
para la sintesis de t°A; se ha mostrado que dichas células mutantes carecen de
ésta (El Yacoubi y col. 2009) (Figura 7B). En los tRNAs provenientes de mutantes
para SUAS, se observa un aumento en la intensidad de la sefial, comparandola
con la obtenida de los tRNAs provenientes de las células control. Los resultados
obtenidos (Figura 8C) estan de acuerdo al razonamiento explicado y muestran
que existe una estrecha correlacion entre la intensidad de sefial y la presencia

de t°A en los tRNAs.

63




A B c
: Sin modificacién Control ASUAS

sonda ©=@=A=AO=E=E=0) ASL . ‘

------

..: § > Con modificacién (C=G)=A) U=A)=G=0O ‘ ‘

toA TL
Sonda @=O=U=U=R=U=O=G)

Figura 8: Hibridacion positiva en ausencia de t°A (HPAtSA)

(A) Se muestra la estructura “hoja de trébol” de un tRNA en verde. Las sondas
utilizadas estan coloreadas en rojo (ASL) y azul (TL). (B) Principio en que se basa
la técnica de hibridacion (detalles en el texto). (C) Se utiliz6 2 sondas que hibridan
con el tRNAAS de S. cerevisiae (ASL y TL). Para este ensayo se utilizé tRNAs
provenientes de una cepa control y otra que es nula para SUA5 (ASUA5) La
imagen es representativa de 3 experimentos independientes.
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1.5. CG4933 es requerido para la sintesis de t5A en Drosophila

Habiendo establecido y validado una metodologia que permite la deteccion
indirecta de t°A, extrajimos tRNAs de larvas de Drosophila y realizamos ensayos
HPAIPA con sondas especificas que hibridan en dos regiones distintas del tRNA
iniciador, ASL y TL siguiendo el razonamiento anteriormente expuesto y
esquematizado (Figura 8). Poseemos dos cepas, ambas alelos mutantes para
CG4933. De los tRNAs provenientes de animales mutantes para CG4933 se
observé una sefial significativamente mas intensa que en los obtenidos de
animales control (Figura 9B y C), indicativo de una mayor unién de la sonda
debido a la falta de t®A en el t{RNA iniciador. Los resultados muestran que
CG4933 es necesaria para la sintesis de %A en Drosophila.

En conjunto estos resultados muestran que CG4933 es el ortélogo de
KAE1 y que es necesario para la sintesis de tA en Drosophila. Considerando
que CG4933 no ha sido nombrado y el fenotipo que presentan los mutantes
(Figura 11A), propongo nombrarlo pdfri, que en Mapudungln significa

“pequerio”. Asi que en el resto del trabajo a CG4933, lo llamaré pditrii (ptu).
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Figura 9: Mutantes para CG4933 presentan una disminucion en los niveles
de tRNAs modificados con t°A

(A) Se muestran los spots obtenidos tras un ensayo HPA{®A realizado contra el
tRNA iniciador de Drosophila utilizando las sondas ASL y TL (control de carga)
que evidencia la ausencia de t°A en tRNAs provenientes de 2 alelos mutantes de
CG4933 (CG4933¢ y CG4933Y). En (B) se grafica una proporcion entre la
intensidad de la sefal de ASL y TL (ASL/TL) (ANOVA n=3, p<0.005).

66




1.6. Prpk, el ortélogo de BUD32 en Drosophila, es necesario para la

sintesis de t°A

Levadura mutantes para las enzimas encargadas de la sintesis de tA
presentan un problemas en sustentar su crecimiento (El Yacoubi y col. 2009,
Daugeron y col. 2011, EI Yacoubi y col. 2011). Asimismo nuestro laboratorio
demostré en Drosophila que el silenciamiento de Prpk causé problemas de
crecimiento celular (Ibar y col. 2013). Quisimos probar si también Prpk, ortélogo
de BUD32, es necesario para la sintesis de t®A. Mediante ensayos de HPAtA se
observé un aumento significativo en la sefial obtenida para tRNAs provenientes
de animales en los cuales Prpk fue silenciado de manera ubicua (Figura 10) de
manera consistente con lo que se ha descrito en levadura.

En conjunto nuestros datos muestran que la maquinaria basal de sintesis

de %A esta conservada entre eucariontes unicelulares y metazoos.
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Figura 10: Prpk es necesaria para la sintesis de t°A

0.0

Ensayo HPAt®A realizado contra el tRNA iniciador de Drosophila que evidencia
una disminucién de t°A en tRNAs provenientes de animales en los cuales se ha
silenciado de manera ubicua Prpk, el ortélogo de BUD32. Ademas se grafica una
proporcion entre la intensidad de la sefial de ASL y TL (ASL/TL) (ANOVA n=3,
p<0.005). El ensayo se muestra en duplicado.
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2. Establecer que cambios en los niveles de tRNAs modificados con t°A

determinan el tamaiio celular y animal en Drosophila melanogaster

Una vez establecido que Putrli se requiere para la sintesis de t°A en
Drosophila, nos propusimos estudiar, en virtud de los resultados obtenidos en
este trabajo y antes reportados por otros para levaduras (El Yacoubi y col. 2011),
la posibilidad de que los niveles de tRNAs modificados con t®A sean un factor

determinante del crecimiento celular y del organismo.

2.1. Caracterizacion de animales mutantes para piitrii

Estan disponibles 2 cepas que tienen inserciones en el locus de piitrii. Una
se encuentra en la regiéon 5’ no traducido y la otra en la secuencia codificante
(Anexo 8, Figura S10). En los viales que se crecieron los animales mutantes se
observé siempre pupas y adultos con presencia del cromosoma balanceador
TM6b,Tb indicando que dichas mutaciones en homocigosis no permiten el
desarrollo de los animales mas alla de los estadios larvarios (informacién sobre
genética de Drosophila se puede encontrar en el Anexo 2). Buscando larvas que
no tuvieran el cromosoma balanceador, identificamos individuos homocigotos
para la mutacién. Para ambas cepas, se observé un tamafio menor que las
contraparte control (Figura 11A). Expresamos la secuencia codificante de Putrii
de manera ubicua utilizando el driver armadillo>Gal4 (arm>Gal4) en condiciones
homocigotas para la mutacién; esto rescat6 el fenotipo observado, mostrando

que el fenotipo es debido a la falta de pditri. Ademas cruzamos ambas cepas
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entre si y establecimos que no complementan, mostrando que son alelos
mutantes del mismo gen (Figura 11A y B). No disponemos de anticuerpos que
reconozcan a la proteina que pliifrii codifica, por lo que detectamos su mRNA
mediante RT-PCR. Mutantes homocigotos de ambas cepas, no presentaron el
mRNA de Putril (Figura 11C). En la Figura 11D-E se muestra una comparacién
de glandulas salivales disectadas, después del mismo tiempo de desarrollo,
desde animales control y mutantes homocigotos. La reduccién del tamaiio del
tejido y de las células es evidente en los animales mutantes. En estos, no
pudimos identificar tejido imaginal, no encontramos ninguno de los discos
imaginales posiblemente debido a su reducido tamafo, o bien que estas
estructuras no estan presentes.

Los resultados en conjunto muestran que Putrii es necesario para la
sintesis de t°A y éste, tal como ocurre en S. cerevisiae (El Yacoubi y col. 2009,
El Yacoubi y col. 2011) y otros organismos unicelulares (Perrochia y 60!. 2013),

los tRNAs modificados con t°A son necesarios para sustentar el crecimiento.

70




-
£
£
O

=
©
>
—

=
c
o
£
=
o
>

Figura 11: Los tRNAs modificados con t®A son necesarios para el
crecimiento.

(A) Comparacion entre larvas control (c), mutantes homocigotas para pditrii (e y
f), trans-heterocigotas mutantes (e/f) y mutantes rescatadas expresando Piitrii
con el driver armadillo>Gal4 (f+Putrll). (B) Una cuantificaciéon del volumen de las
larvas, muestra que los animales mutantes presentaron una disminucion
significativa de su tamafo (n=20, ANOVA *** p<0.005). (C) RT-PCR para detectar
el mRNA de Putri. Imagenes representativas de glandulas salivales tefidas con
faloidina, para visualizar la actina polimerizada, y TOPRO, para detectar el DNA,
provenientes de animales control (D) y mutantes (E).
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2.2. Los tRNAs modificados con t°A son necesarios para el crecimiento

auténomo-celular

Los dILPs son hormonas producidas por células neurosecretoras,
ubicadas en el cerebro de las larvas de Drosophila en desarrollo. La sefializacion
de dILPs gobierna diversos aspectos de la fisiologia del animal, entre ellos el
crecimiento (Kannan y Fridell 2013). El fenotipo observado en los mutantes de
plitri, en términos de reduccién del tamafio del organismo, es muy similar al que
presentan animales carentes de células productoras de dILPs (Rulifson y col.
2002). Una posibilidad es que la falta de t6A afecte negativamente la liberacion
de esta hormona, causando los problemas de crecimienio observados. Por
inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo anti-dILP2 se midié6 de manera
indirecta la liberacion de dILP2 en las células neuro-secretoras que lo producen.
Se ha descrito que cambios en los niveles del péptido dILP2 en tales células
guardan una estrecha correlacién con la cantidad de péptido que se esta
liberando a la hemolinfa (Nassel y col. 2013). En nuesiras condiciones
experimentales no se observaron cambios significativos en la intensidad de
fluorescencia presentes en cerebros de animales control o mutantes homocigotos
para pditrd, indicando que no hay cambios en la secrecion de dILP2 (Figura 12) y
sugiriendo que el fenotipo no es causado por una disminucién en la secrecién de

esta hormona y que podria corresponder a un fenémeno auténomo-celular.
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Figura 12: Presencia de dILP2 en las neuronas productoras de insulina

Imagen representativa de la deteccion por inmunofluorescencia de dILP2 en las
células productoras de insulina ubicadas en el cerebro de Drosophila. (A)
Corresponden a células de animales control, mientras que (B) muestra las de un
mutante para plitrii (ptu’). Barra 25 um. (C) Cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia de dILP2 (n=50, t test).
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La generacién de animales mosaicos nos permitié establecer que los
tRNAs modificados con tA son requeridos para sustentar el crecimiento
auténomo-celular. Mediante recombinacién mitética se intenté generar clones
mutantes en tejido imaginal a 36£12 y 60+12 horas post depésito del huevo, que
es cuando las células imaginales se encuentran proliferando (Anexo 3, Figura
85). No se observé la poblacién homocigota mutante para pdtri. Luego
generamos clones en tejido larvario. Se generaron clones mitéticos entre 0-3
horas post depésito del huevo. En este periodo las células progenitoras del
cuerpo graso Yy de otros tejidos larvarios estan proliferando (Arsham y Neufeld
2009), asi observamos células mutantes homocigotas en el cuerpo graso. Las
células mutantes presentaron un tamarfo significativamente menor que las
células control (Figura 13). Estos resultados muestran que Pltru y posiblemente
tRNAs modificados con tA son requeridos para sustentar el crecimiento

autébnomo-celular en Drosophila.
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Figura 13: tA es necesario para sustentar el crecimiento auténomo-celular.

(A) Mediante recombinacién mitética, generamos animales mosaico. En la
configuracion utilizada, las células mutantes homocigotas no presentan marca de
GFP (putri, punta de flecha blanca). (B) Se grafica el area de células control
(GFP+) y mutantes homocigotas para pditri (t test ***p<0.001).
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2.3. Los niveles de tRNAs modificados con t°A determinan el potencial

de crecimiento en eucariotes

Se ha descrito que en Drosophila los niveles de tRNA iniciador son
limitantes para el crecimiento celular y del organismo (Rideout y col. 2012).
Nuestro razonamiento es que el tRNA iniciador funcional y limitante,
necesariamente debe estar modificado con t®A ya que ésta es requerida para la
funcién decodificadora. Entonces, cambios en la proporcidon de tRNA iniciador
modificado contra no modificados con t®A tendra efectos sobre el crecimiento.
Para manipular esta proporcién, generamos animales transgénicos los cuales
tienen una copia mutante exira del Jocus del tRNA iniciador, en la cual la
adenosina de la posicién 37 del tRNA, sustrato de la modificacion t°A, fue
sustituida por G con la idea que no pueda ser modificada (Figura 14A). Esta
mutacién interfiere con la secuencia consenso, necesaria para la adicién de t6A
al tRNA (Brule y col. 1998). La expresion del tRNA iniciador mutante es
controlada por las secuencias endégenas que gobiernan la expresion del tRNA
iniciador silvestre. Asi, en animales control se encuentran 4 copias del locus del
tRNA iniciador (Sharp y col. 1981), mientras que en los animales transgénicos se
encuentran las mismas 4 copias y una extra, la que corresponde al iniciador
mutante. Se midié el tamafio de estos animales transgénicos en comparacién con
las contrapartes control. Los animales transgénicos, que tienen el tRNA iniciador
mutante, presentan alas de un area significativamente menor que los controles

(Figura 14B).
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Figura 14: Disminucion en la proporcion de niveles del tRNA iniciador
modificado con t°A reduce el crecimiento

(A) Creamos una version del tRNA iniciador que no puede ser modificada en la
posicion 37 con t°A. La mutaciéon es A > G. Este “iniciador mutante (IM)” esta
flanqueado por las secuencias promotora y terminadora enddgenas presentes en
el genoma. Al agregar un nuevo locus que codifica para el tRNA iniciador pero
que no puede modificarse, apuntamos a cambiar la proporciéon entre tRNAs
modificados y sin modificar. Al agregar el nuevo locus aumentamos la proporcién
de tRNAs sin modificacién. Los puntos de color verde representan a cada locus
que codifican un tRNA iniciador que puede ser modificado con t°A, mientras que
los rojos a la forma mutante, que no puede modificarse. (B) Evaluamos vy
medimos el area de las alas y (C) la densidad celular en estos érganos. Se
comparé entre control y transgénicos que poseian el iniciador mutante (n=50, t-
test p<0.005).
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De manera complementaria y para estimar cambios en el tamario de las
células que componen el ala, contamos la cantidad de pelos en un area del ala
determinada. Los animales transgénicos presentaron una mayor densidad de
pelos, indicando que las alas mas pequefias son compuestas por células de

menor tamaro comparadas con la situacion control (Figura 14C).

Con la idea de seguir explorando si la especie limitante para el crecimiento
celular corresponde al tRNA iniciador modificado con 1A realizamos un
experimento que apunta en la direccidbn contraria, es decir estimular la
modificacion del tRNA iniciador. El experimenio ideal seria aumentar
especificamente los niveles del tRNA iniciador modificado con t®A, sin embargo
limitaciones experimentales no nos permiten hacer esto. Tomamos otro camino
al sobre-expresar Putri de manera ubicua en larvas utilizando el sistema
Gal4/UAS, en este caso utilizado el driver daughterless>Gal4 (da>Gal4)
(Roignant y col. 2003). En primer lugar se controlé6 que en las condiciones
ensayadas se estad sobre-expresando Putrii. Un RT-PCR semi-cuantitativo
mostré que los animales poseedores de la combinaciéon driver y secuencia
codificante de Putrii rio-abajo de un UAS presentaron mayores niveles de
mensajero (Figura 15A). Una vez comprobada la sobre-expresion, medimos el
area de las alas de los animales que sobre-expresaron Putrii para contrastarla
con la de individuos control (Figura 15B-C). Los animales que sobre-expresan
Putri presentan un tamaiio mayor y una menor densidad celular en sus alas,

indicando que estos 6rganos de mayor area estaban compue stos por células de
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mayor tamafio. También confirmamos, utilizando nuestro ensayo de HPAt?A, que
los animales que sobre-expresaron Pltrii aumentaron los niveles de t{RNA
iniciador modificado con t8A. En las muestras provenientes de estos animales se
observé una sefial significativamente menor que en los control, mostrando

aumentos en los niveles de tRNA iniciador modificado con t8A (Figura 15D).
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Figura 15: La sobreexpresion ubicua de Piitrii promueve el crecimiento

(A) Imagen representativa de un RT-PCR detectando el cDNA de Pitri, actina
fue utilizado como control de carga. (B) Comparacién entre alas de animales
control y los que sobre-expresan Pltri (da>Putrii). Asimismo se cont6 la cantidad
de células en un area de las alas de estos animales (C) (t test, n=50, ***p<0.005).
(D) Muestra una imagen representativa de un ensayo HPAtPA realizado sobre
tRNAs extraidos de animales control (da>+) y que sobre-expresan Putri
(da>Putrd) (n=3, t test, p<0.005).
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Habiendo establecido que la sobreexpresion de Putrll aumenta los
niveles de tRNA iniciador modificado con tA, promoviendo el crecimiento, nos
preguntamos si este es un fenédmeno auténomo-celular o bien ocurre por un
efecto sistémico. Para probar esto, en primer lugar utilizamos un driver tejido-
especifico, hedgehog>Gal4 (hh>Gal4) que expresa Gal4 en el compartimiento
posterior de diversas estructuras durante el desarrollo de los animales. Una de
ellas, es el disco imaginal que da origen al ala adulta (Tabata y col. 1992).
Animales que sobre-expresaron Pitrii en este compartimiento o bien controles
que solo presentan el driver fueron crecidos en las mismas condiciones
nutricionales y densidad poblacional. Se cuantificé el area del compartimiento
posterior del ala y lo normalizamos por al area del compartimiento anterior (Figura
16A). Esto mostré que en alas de animales que sobre-expresan Putrli ocurrié un
aumento en el tamario del compartimiento posterior (Figura 16B) y que éste es
compuesto por células de mayor tamario; esto a través de la cuantificacion del
namero de células en un area determinada, y confirmado por un analisis de
citometria de flujo (Figura 16C). Utilizando la configuracién FLP-out generamos
animales mosaico. Asi sblo algunas células sobre-expresaron Pitrli y que
quedan rodeadas de células control (Anexo 3, Figura S4). Se cuantifico el area
de las células que expresan sélo GFP o Piitrii + GFP (Figura 16D-F). Cuando el
area de dichas células fue cuantificada y normalizada por la de sus vecinas,
observamos que las células que sobre-expresan Puir(i tuvieron un tamarios

significativamente mayor que las control.
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Figura 16: Putrii promueve el crecimiento de manera auténoma celular

(A) Ala adulta de Drosophila en la cual el compartimiento posterior se encuentra
coloreado en verde y el anterior en rojo. También se indica la regién del sector E
en la cual se cont6 el niumero de células en un area determinada. Considerando
estas delimitaciones se cuantifico el area de los compartimiento y se hizo una
proporcion entre ellos que se grafica en (B). (C) También se graficé el nimero de
células y se analiz6 el tamafio celular por citometria de flujo comparando la
poblacion sin GFP (anterior) con las que presentan marca (posterior). Histograma
representativo de 3 experimentos independientes. Mediante FLP-out se generd
animales mosaico, en (D) se presentan células control que s6lo expresan GFP y
(E) muestra células que expresan GFP y Putri. En (F) se grafica el area de las
células normalizada por el area promedio de sus vecinas (t test, n=50 clones,

***3<0.005).
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Considerando lo obtenido en Drosophila, nos preguntamos si cambios en
los niveles de tRNAs modificados con t°A determinan la capacidad de crecimiento
en otros organismos. Para poner a prueba esta idea, utilizamos una cepa silvestre
de S. cerevisiae que transformamos con un vector de expresion vacio o que
contenia la regién codificante de KAE1. Como era de esperar se encontré que
las células transformadas con el vector que contenia la regién codificante de
KAE1 presentaron niveles aumentados de tA (Figura 17A). Estos organismos
fueron cultivados tanto en medio sélido como liquido obteniendo en ambos casos
resultados similares, las que sobre-expresan KAE1 crecen mas rapido que las
control (Figura 17B y C). Estos resultados muestran que los tRNAs modificados
con t®A son un factor limitante para el crecimiento celular en eucariotas. Es
posible que esto también ocurra en organismos mas complejos o de otros

dominios (arqueas).
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Figura 17: La sobre-expresion de KAE1 promueve el crecimiento en
levadura

Levaduras silvestres (BY4741) fueron transformadas con el vector pYES vacio
(control) o bien con el mismo plasmido que contiene el ORF de KAE1 (+KAE1).
(A) Perfil de elucion HPLC para nucledsidos provenientes de tRNAs de animales
control o que sobre-expresan KAE1. Esta figura es representativa de 2
experimentos independientes. (B) Los ensayos de gota se hicieron con diluciones
seriales (1:10) de una suspensién madre de densidad 6ptica a 600 nm (ODeoo)
de 0.6. (C) Por otro lado el crecimiento en liquido se evalué midiendo el ODeoo
durante 100 horas. Las curvas representan el crecimiento de 10 pocillos
independientes y son representativas de 3 experimentos utilizando diferentes
colonias transformantes.

84




3. Determinar la relacién epistatica entre piitrii, componentes de la via

insulina/TOR y de homeostasis proteica

El estudio de los tRNAs histéricamente ha estado centrado en sus
propiedades bioquimicas y estructurales. Asimismo, la informacién relacionada
con las modificaciones post-transcripcionales se limita a estos campos y pocos
trabajos abordan las dependencias funcionales entre dichas modificaciones y la
fisiologia celular. En esta parte del trabajo se presentan experimentos que
buscaron identificar y comprender las relaciones funcionales de los tRNAs
modificados con algunos aspectos de la fisiologia celular, especialmente los que

conciernen a elementos relacionados con la homeostasis proteica.

3.1. Laactividad de TOR es sensible a cambios en los niveles de tRNAs

modificados con t°A

El principal conirolador del crecimiento en eucariotas es TOR (Thomas y
Hall 1997). Los fenotipos macroscépicos y celulares de los mutantes de pitrii
guardan similitud con los descritos para mutantes de for y de reguladores
positivos de TORC1 (Rulifson y col. 2002, Stocker y col. 2003). Nos preguntamos
si existen cambios en la actividad de TORC1 en animales mutantes para piitri.
El blanco clasico de TORC1 y que analizamos para medir su actividad, fue la
fosforilacién de S6K en la treonina 398 (Pullen y Thomas 1997). En ambos
mutantes para piitrii se observé una dramatica disminucién de la fosforilacién de

S6K en dicho residuo, mientras que no se observaron variaciones en los niveles
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de esta proteina (Figura 18A). Esto indica que la falta o disminucién de tRNAs
modificados con t°A reduce la actividad de TORC1. De manera consistente con
una severa reduccion en la actividad de TORC1, en los mutantes observamos
una disminucion en la proporcién de ribosomas traduciendo (Anexo 10, Figura
S$12). Resultados similares de nuestro laboratorio han sido publicados
previamente para animales en los cuales se ha silenciado Prpk de manera ubicua
(Ibary col. 2013).

La fosforilacién en la serina 505 de Akt es llevada a cabo por TORC2
(Sarbassov y col. 2005). En los animales mutantes para piitrii se observa una
disminucion significativa en la fosforilacién de Akt en dicho residuo (Figura 18A).

Por otro lado, también analizamos la fosforilacion de S6K y Akt en
condiciones de sobre-expresién ubicua de Putrii. Nuestros resultados muestran
que la fosforilacién de ambas quinasas aumentan al sobre-expresar Pitrii (Figura
18B). En conjunto, los resultados muestran que la actividad de ambos complejos

TOR cambia al manipular los niveles de tRNAs modificados con t6A.
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Figura 18: La actividad de TOR quinasa es sensible a los niveles de tRNAs
modificados con t°A

(A) En la imagen se muestra la sefial tras la deteccion por Western biot de S6K
fosforilada en la treonina 298. Ademas analizamos la fosforilacién en la serina
505 de Akt en animales control y mutantes para putrii (pfue y ptu’). La imagen es
representativa de 3 experimentos independientes. (B) Fosforilacion de Akt y S6K
en condiciones control y de sobreexpresion ubicua de plitrii (da>ptrh).
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3.2. Relaciones epistaticas de tRNAs modificados con t°A y elementos

relacionados con el crecimiento y la homeostasis proteica

La severa disminucion en la actividad de TORC1 (fosforilacion de S6K),
sugiere que el fenotipo de crecimiento deficiente puede ser causado por la baja
en la actividad de esta via de sefializacién. Asi, nos propusimos explorar las
interrelaciones entre ellos a través de la posibilidad de rescatar el fenotipo
observado manipulando la via insulina/TOR. Modulamos la activacién de la via
(Figura 3), sobre-expresando una forma permanentemente activado de PI3K, una
forma de Akt mirostilada, que facilita su fosforilacion y Rheb para activar
directamente a TORC1. Ademéas, con la expresibn de una versién
permanentemente activa de S6K se emul6 parcialmente condiciones de hiper-
activacion del complejo TORC1. Ninguna de las manipulaciones realizadas fue
capaz de revertir el fenotipo de crecimiento generado por la falta de Puitril (Figura

19). Esto indica que pditrii es epistatico sobre todos los componentes ensayados.
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Figura 19: Relaciones epistaticas de piitrii y componentes de la via insulina
y el UPR.

Los mutantes para plitrii presentan un fenotipo de problemas de crecimiento.
Utilizando un driver ubicuo (armadillo-Gal4, arm-Gal4) quisimos rescatar dicho
fenotipo activando la via de sefializacion Insulina/TOR en distintos puntos (PI3K,
Akt, Rheb y S6K) y también de la UPR (Xbp-1). Imagen representativa de 4
experimentos independientes.
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Se ha mostrado en lavadura que los mutantes para KAE71 presentan
problemas de traduccién como son el reconocimiento erréneo del codén de inicio
y cambios en el marco de lectura (Daugeron y col. 2011). En consecuencia es
probable que en dichas células se estén generando proteinas aberrantes, con
tendencias a plegarse de forma incorrecta, generando entre otros, estrés de
reticulo endoplasmico y en consecuencia la activacion de la respuesta a
proteinas mal plegadas (UPR) (Ryoo y Steller 2007). Este razonamiento es el
fundamento para pensar que en un sistema con actividad/niveles disminuidos de
tRNAs modificados con t®A pueda favorecerse la generacién de proteinas
aberrantes, las cuales pueden presentar tendencia a plegarse de forma
incorrecta y, para el caso especifico de proteinas secretadas, generar estrés de
reticulo endoplasmico de manera crénica. Esta activacién permanente de la UPR
pudiera llevar a la disminucién en la actividad de TOR. En D. melanogaster
existen al menos 2 receptores (Ire-1 y PERK) que activan la UPR. Ire-1 es una
proteina de transmembrana del reticulo endoplasmico que cataliza el splicing no
convencional del mRNA de Xbp-1 bajo condiciones de estrés de reticulo. Luego
del splicing, el mensajero de Xbp-1 es traducido para generar un factor de
transcripcion que entra al nlcleo y activa la transcripcion de diversos genes que
asisten el correcto plegamiento de las proteinas (Plongthongkum y col. 2007). No
obstante lo anterior el fenotipo de los mutantes para piifrii no fue revertido al
sobre-expresar Xbp-1, uno de los actores fundamentales en la activacién del

UPR (Figura 19).
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Por otra parte en condiciones de silenciamiento de Putrli observamos
activacién del UPR (Rojas-Benitez y col. 2013), por lo que nos propusimos
detectar si la UPR se encuentraba activa en los mutantes de piitri. Para esto
tomamos dos aproximaciones distintas y complementarias. Analizamos en primer
lugar el splicing de Xbp-1 mediante PCR para el que no observamos aumento en
los animales mutantes (Figura 20A). Por otra parte, el estrés de reticulo lleva,
como parte del respuesta a proteinas mal plegadas, a la fosforilacion de elF2a
en la serina 51 catalizada por PERK (Williams y col. 2001). También estudiamos
esta fosforilacion sin lograr observar diferencias entre los animales control y
mutantes (Figura 20B). En conjunto, estos resultados sugieren que la UPR no es
el mecanismo a través del cual se esta regulando el crecimiento y disminuyendo

la actividad de TOR en respuesta a la falta de 1A en los tRNAs.
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Figura 20: La UPR no se encuentra activo en mutantes para piitrii

(A) No detectamos incrementos en el splicing no-convencionales del mRNA de
Xbp-1. La banda superior (Xbp-1u) corresponde al mRNA sin procesar, mientras
que la inferior (Xbp-1s) corresponde a la forma ya procesada. Imagenes
representativas de 3 experimentos independientes. (B) De manera consistente,
los mutantes para pditrii no presentan aumentos en la fosforilacion de elF2a, que
ocurre como unos de los eventos iniciales de la UPR.

92




DISCUSION

Este trabajo es parte del extenso y diverso universo de esfuerzos
experimentales por identificar y comprender elementos que determinan el tamario
de las células y los organismos. Especificamente esta relacionado con la posible
dialogo que se da entre elementos reguladores del crecimiento celular y los
aspectos estructurales y funcionales de los tRNAs. Estas son moléculas
fundamentales para la sintesis de proteinas y en este contexto han sido
estudiadas extensamente desde un prisma molecular, estructural y bioquimico,
dejando de lado en cierta medida su escrutinio desde una perspectiva celular y
considerando ademés la dimensién multicelular. El avance de las tecnologias y
los cambios de los paradigmas en la investigacion han invitado y ha permitido a
explorar nuevas funciones de los tRNAs relacionadas o no con la traduccién. Este
trabajo busco estudiar( las funciones regulatorias de los {RNAs sobre procesos
celulares. Quisimos analizar un aspecto particular de estas moléculas y su
relacion con el crecimiento celular. Especificamente considerando las

modificaciones post-transcripcionales que sufren los tRNAs para convertirse en

moléculas decodificadoras funcionales.
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1. Los tRNAs modificados con tA son elementos necesarios y

limitantes para el crecimiento celular

Nuestros resultados muestran el caracter limitante que tiene el tRNA iniciador
modificado con A sobre el crecimiento celular, no sélo en Drosophila sino que
también en S.cerevisiae, sugiriendo que esta caracteristica es conservada, al
menos eucariontes. Los tRNAs y esta modificaciéon en especial ha sido descrito
en todos los tipos celulares analizados, por lo que es muy probable que ésta
relacion sea compartida por todos los dominios de la vida. Los resultados
obtenidos en este trabajo son consistentes con lo observado en levadura. Sin
embargo al ser organismos unicelulares, el fenotipo se simplemente en que los
mutantes crecen y proliferan mas lento que las células silvestres (Daugeron y col.
2011, El Yacoubi y col. 2011). Por otro lado, Drosophila es un metazoo y el
fenotipo en los mutantes de plifrii es mas complejo. El fenotipo macroscopico se
manifiesta como una disminucién severa en el tamario de los animales. Estos
logran desarrollarse hasta estadios larvarios, considerablemente més lento que
sus contrapartes control. Posiblemente es el aporte materno el que permite que
los animales se desarrollen hasta estos estadios (Fitch y col. 1998). Las madres
heterocigotas mutantes para piitrii aportan el mensajero que luego se traduce, y
la enzima producida transfiere tA a los tRNAs ANN, los cuales tienen una vida
media de varios dias (Kadaba y col. 2004), permitiendo sustentar la traduccion
por este periodo. El eliminar pifrd durante la ovogénesis, para obtener asi

animales sin aporte materno, permitiria estudiar el rol de los tRNAs modificados
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con t°A durante el desarrollo temprano de Drosophila. Una posibilidad para
realizar esto es generar clones por la configuracion “Hembras Dominantes
Estériles” que permite la generacién de huevos homocigotos mutantes de interés
(Perrimon 1998, St Johnston 2002), en este caso, de pditri. Es muy posible que
la falta de tRNAs modificados con t®A sea una condicion inviable para las
primeras etapas de la embriogénesis. Por ejemplo, la rapida etapa de clivaje que
ocurre en el huevo previo a la celularizacién seria con mucha probabilidad una
etapa que el animal en condiciones de ausencia de t®A no pueda completar.
También debemos tomar en cuenta que Drosophila esta compuesto de
distintos tipos celulares. Es de esperar que la falta de tRNAs modificados con t6A
cause distintos efectos dependiendo de la poblacién celular analizanda. Esto
podria explicar por qué en los mutantes, por un lado se produce la disminucion
del tamafio de las estructuras larvarias, por ejemplo el cuerpo graso, y en el
mismo animal, la falta de células imaginales. En las primeras, una cantidad de
tRNAs modificados con t°A que se generé temprano en el desarrollo gracias al
aporte materno, permitié el crecimiento hasta un cierto punto. Cuando los tRNAs
con t8A han sido reemplazados por otros que no poseen la modificacion, la
traduccion es deficiente y no puede sustentar mas el crecimiento. Por otra parte,
las células imaginales se encuentran en activa proliferacion durante las fases
larvarias (Morata 2001) y la ausencia de ellas en las larvas mutantes sugiere que
la presencia, o bien la capacidad de mantener ciertos niveles de tRNAs
modificados con A es fundamental para sustentar las necesidades

traduccionales de células con rapido ritmo de proliferacién. Esto es consistente
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con la incapacidad de generar clones mitéticos en células imaginales, y si se
producen es que probable que fueran eliminados a través del mecanismo de
competencia celular. Fendmeno en el cual células de mayor capacidad
proliferativa eliminan a las vecinas, menos capaces en término de crecimiento y
proliferacién (Morata y Martin 2007). La idea de que los tRNAs modificados con
t°A son indispensables en condiciones de activa proliferaciéon es apoyada por
resultados obtenidos en linfocitos estimulados con IL-2, a partir de los cuales
originalmente se identificé a Prpk. Cuando los linfocitos fueron activados y
proliferaron, ocurre un aumento en los niveles del mRNA de Prpk (Abe y col.
2001). Es posible que también el mRNA de Putrii aumente en condiciones
similares de estimulacién de la proliferacion, para asi sustentar la modificacién
de tRNAs con t8A, y preparar asi la maquinaria de traduccién para los nuevos
requerimientos traduccionales impuestos por la sefial de crecimiento. Surge
entonces la pregunta ¢ Como cambia el repertorio de modificaciones presentes
en los tRNAs en relacién a la disponibilidad de factores de crecimiento o agentes
mitégenos? Esta es una interrogante que emerge bajo el prisma de esta tesis
como un campo fértil de investigacion.

En organismos unicelulares, el crecimiento celular depende basicamente
de los niveles de nutrientes. En los metazoos por otra parte la presencia de
factores de crecimiento también contirola este proceso (Dennis y col. 2011). El
fenotipo observado en los mutantes de pdifrii es similar al que presentan animales
carentes de células productoras de péptidos similares a la insulina (dILPs)

(Rulifson y col. 2002). La generacion de clones mitéticos muestré que el fenotipo
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es auténomo celular y no era causado en consecuencia por una falla en la
secrecion de dILP2. Los clones mutantes sélo fueron posibles de generar en
células larvales, especificamente se identificaron en el cuerpo graso, un érgano
analogo funcional al higado y tejido graso de los mamiferos (Arrese y Soulages
2010). En este 6rgano no ocurre el fenémeno de competicién celular y, una vez
establecidos los progenitores durante la embriogénesis estos no proliferan,
aumentando el tamario del tejido solo por acumulacién de biomasa sustentada
por eventos de endoreplicacion (Arrese y Soulages 2010). De tal forma, en este
tejido cambios en el crecimiento se apreciaran directamente como modificaciones
en el tamafio final de las células. Logramos obtener clones y observar la
disminucién del tamafio de las células mutantes. El hecho de que el fenotipo de
falta de Putrli sea autdbnomo celular nos indica ademas que el mRNA, la enzima
codificada por éste y su producto (tRNAs modificados con tA) no son
transportados entre células vecinas.

La modificacion de niveles de tRNAs en respuesta a cambios de las
condiciones fisioldgicas de una célula es un fenémeno del cual se tiene
conocimiento hace afos, tanto durante procesos fisioldgicos (Cooper y
Braverman 1981), patolégicos (Kanduc y col. 1997) o bien cuando se enfrentan
a condiciones de estrés (Pang y col. 2014). Ajustes de este tipo permiten que las
células se adapten, al regular la sintesis de proteinas, a las condiciones
imperantes. Al modificar los niveles de las distintas poblaciones de tRNAs que
reconocen codones en particulares, se puede desfavorecer o promover la

traduccion de determinados mensajeros. Este tipo de conducta transcripcional
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selectiva de los tRNAs ha sido sugerida y s6lo recientemente ha sido mostrada;
células que se encuentra en fase Go del ciclo celular presentan un repertorio de
tRNAs significativamente distinto al de una poblacion que esta proliferando, lo
cual se correlaciona con marcas epigenéticas en los genes que codifican para
tRNAs especificos. Asi, las células pueden controlar de manera fina la expresion
de genes a nivel de su traduccién produciendo un proteoma particular (Gingold y
col. 2014). Este procesos se ha denominado traduccién adaptativa (Pan 2013).
Sin embargo los cambios en las modificaciones post-transcripcional de los tRNAs
no ha sido considerado extensamente como una capa extra de regulacién en este
contexto. Cambios en el repertorio de modificaciones que posee un tRNA o un
grupo de ellos, lleva a modificar sus caracteristicas estructurales y funcionales
(Phizicky y Alfonzo 2010). Los resultados obtenidos en este trabajo invitan a
pensar que al menos A tiene un importante rol en este sentido, entregando a
los tRNAs que tengan esta modificacion, particularmente al tRNA iniciador, una
caracteristica especial dentro del repertorio y que incluso posee un rol regulatorio
sobre los proceso celulares, condicionando entre otros el potencial de
crecimiento de la célula.

Se ha mostrado que los niveles del tRNA iniciador son limitantes para el
crecimiento celular en levadura (Francis y Rajbhandary 1990), en células
humanas in vitro (Pavon-Eternod y col. 2013) y en Drosophila (Rideout y col.
2012). Los mutantes para pdifri nos indican que los tRNAs modificados con A
son limitantes para el crecimiento. Al cambiar los niveles de t{RNAs modificados

con 1A agregando, un tRNA iniciador que no puede ser modificado o bien sobre-
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expresando Puirii, observamos cambios en la capacidad de crecimiento celular
y del organismo completo. Resultado que apoya la nocién de que los niveles de
tRNAs modificados con t®A modulan el crecimiento.. Una posibilidad respaldada
por la literatura es que son exclusivamente los niveles de tRNA iniciador
modificado con %A los que condicionen la capacidad de crecimiento. En relacién
a los experimentos de sobre-expresion de KAE1 en levadura, también
observamos como el aumento de los tRNAs modificados con t€A promovieron el
crecimiento. Asi, los resultados en levadura y Drosophila en conjunto, muestran
que los tRNAs modificados con %A son un factor que condiciona la capacidad de
crecimiento en eucariontes. Una forma de explicar el efecto observado es que al
tener una mayor cantidad de tRNA iniciador modificado con t°A se favorece la
formacion del complejo de pre-iniciacién y en consecuencia se iniciar la
traduccién con mayor frecuencia, aumentando la capacidad biosintética y el
crecimiento celular. De nuestros resultados se desprende que una caracteristica
estructural de los tRNAs, como es la presencia de t8A, condiciona a través de una
mayor disponibilidad de un elemento funcional, laforma en que la célula responde

a las condiciones nutricionales del ambiente.
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2. tRNAs modificados con t°A y actividad de TOR quinasa

Como se ha descrito en extenso y es ampliamente aceptado, el complejo
TORC1 es el principal regulador del crecimiento celular en eucariontes
(Weidmann y col. 2014). Integra diversas sefiales intra- y extra-celulares para
controlar procesos relacionados con la biosintesis de diversas macromoléculas,
favoreciendo la acumulacién de biomasa en condiciones ambientales favorables
(Shimobayashi y Hall 2014). Uno de estos procesos que candnicamente es
controlado por TOR quinasa es la transcripcion de rRNAs y tRNAs (Kantidakis y
col. 2010). Sin embargo, se ha mostrado que reducciones en los niveles de
tRNAs citoplasmaticos tiene un efecto negativo sobre la actividad de TORC1
(Huynh y col. 2010), sugiriendo un mecanismo de retro-alimentacién entre
TORC1 y los niveles de tRNAs (Lee y col. 2012, Willis y Lee 2012). Nuestros
resultados sugieren que parte de ese mecanismo de retro-alimentacion puede
depender de los niveles de tRNAs modificados con t®A. En nuestro razonamiento,
solo los tRNAs modificado seran los completamente funcionales, y considerando
que TORC1 asegura la disponibilidad de una maquinaria de traduccién apropiada
para la condicién celular y ambiental enfrentada, es posible que exista a su vez
un mecanismo reciproco, alin desconocido, que permite censar los niveles de
tRNAs funcionales y ajustar la actividad de TORC1 a la capacidad traduccional
subyacente de la célula. Con los resultados obtenidos hasta ahora, no podemos
proponer un mecanismo molecular especifico que de cuenta de esta proposicién.

La actividad de TORC2 también se encontré severamente disminuida en
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animales mutantes para pdifri. Esta baja podria explicarse por los cambios
observados en la proporcién de ribosomas en la fraccion de polisomas, debida
posiblemente a una reduccién importante en el ensamblaje de los complejos
iniciadores de la traduccién debido a la baja fidelidad de la interaccion de la
maquinaria traduccional con el tRNA iniciador sin modificar. En consecuencia se
formara una menor cantidad de ribosomas 80S, lo cual no permitiria la activacién
efectiva de TORC2, observandose la baja en la actividad de este complejo. Asi,
la caida en la actividad de TORC2 viene posiblemente dada por una falla
generalizada en la maquinaria de fraduccién. Consistentemente, este
razonamiento, aplicado de manera inversa, explica de forma perfecta los

resultados obtenidos al aumentar la cantidad de tRNAs modificados con tEA.

2.1, ¢Son los cambios en la actividad de TOR la razén subyacente de los
fenotipos observados?

Nuestros resultados muestran que la activacion de la via insulina/TOR no
fue suficiente para rescatar los fenotipo de crecimiento evidenciados en los
mutantes (Figura 19); un hecho que no inesperado si consideramos que t°A tiene
un rol estructural esencial para sustentar la funcién decodificante de un sub-grupo
amplio de tRNAs, que incluyen entre otros al tRNA iniciador (Weissenbach y
Grosjean 1981, Daugeron y col. 2011, El Yacoubi y col. 2012). La maquinaria de
traduccion de los mutantes para pdfrii presenta un defecto estructural en los
tRNAs que unen codones ANN, haciéndolos menos eficientes en su actividad de

codificadora (Weissenbach y Grosjean 1981), como resultado las sefiales rio-

101




arriba que estimulan a la maquinaria de traduccién no pueden ser correctamente
implementadas, llevando a una falla generalizada en la sintesis de proteinas y
causando en consecuencia la disminucién de tamarfio observada en los mutantes.
Asi, las manipulaciones que hicimos sobre la via insulina/TOR seran
transducidas a la maquinaria de traduccién, pero no ejecutadas apropiadamente.
Por ejemplo, la sobreexpresion de Rheb (activacién directa de TOR) es capaz de
activar a TORCA1, sin embargo, rio-abajo a ésta la maquinaria de traduccién no
opera correctamente (ya que presenta un defecto estructural severo) y por tanto
la sintesis de proteinas y el crecimiento no se veran restaurados. En ofras
palabras, piirii es epistatico sobre esta via de sefalizacién Insulina/TOR al
realizar una accién que corresponde a un requerimiento estructural para la
sintesis de proteinas.

Otra alternativa para explicar el fenotipo de los mutantes de piitrii es que
la falta de t°A en los tRNAs lleve a problemas én la aminoacilacion del tRNA
iniciador y de los otros tRNAs del sub-grupo que presentan la modificacién t6A.
Estos al no ser cargados con su amino &acido correspondiente, no podran
participar en la sintesis de proteinas y eventualmente no se podra sustentar el
crecimiento.Sin embargo clones mutantes donde se ha silenciado (Arsham y
Neufeld 2009) o nulos para la metionil-fRNA sintetasa, enzima encargad de
transferir la metionina a los tRNAs aceptores correspondientes, incluye al
iniciador (Liu y col. 2015) no presentan el mismo fenotipo de crecimiento
observado en los mutantes de pdtri. Esto nos indica que el fenotipo observado

no es causado por defectos en la aminoacilacién de tRNAs. Ademas ha sido
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descrito que la aminoacilacion de tRNAs no depende de la presencia de A
(Yadavalli y Ibba 2012). Conjuntamente a lo anterior, en los mutantes pditri no se
detecté un aumento en la fosforilacién de elF2q, indicativo de niveles de tRNAs
no amino-acilados elevados, como si ocurre en células que han sido privadas de
amino acidos (Wek y col. 1995).

TORC2 ha sido relacionado generalmente con el control del
citoesqueleto de actina (Huang y col. 2013) y sélo recientemente se ha asociado
a otros procesos como son: la respuesta a la inestabilidad genémica (Weisman y
col. 2014), el control de la sintesis de esfingolipidos complejos (Muir y col. 2014),
la supervivencia y proliferacién a través de Akt en células cancerosas (Read y
col. 2013). El rol de TORC2 en el control del crecimiento celular en Drosophila es
marginal (Lee y Chung 2007) y la fosforilacién que ejerce sobre Akt en la serina
505 (Sarbassov y col. 2005) no es necesaria para sustentarlo (Hietakangas y
Cohen 2007). La falta de comprensién de los mecanismos que regulan a TORC2
no nos permite explorar de forma més profunda su papel en el fenotipo de los
mutantes pdtri. La disminucién en la actividad de TORC2 seria sélo una
consecuencia de la disminucién en la fraccion de ribosomas traduciendo
activamente, ya que para la activacion de TORC2 su asociacién a ribosomas
ensamblados es fundamental (Zinzalla y col. 2011). Asi la reduccién en la
actividad de ambos complejos parece una consecuencia de un sistema
traduccional deficiente. De hecho la actividad de TORC1 también se ve
disminuida en levaduras que carecen de la modificacion 5-metoxicarbonilmetil-2-

tiouridina (mem?®s2U) en los tRNAs (Scheitdr 2015). Este antecedente junto a
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nuestros resultados sugieren fuertemente la existencia de un mecanismo
molecular desconocido que sirve de control de calidad sobre los tRNAs en
relacién a su funcién, informacién que es transmitida a TOR en sus dos
complejos. Es interesante notar que los cambios en la actividad de TOR ocurren
de forma bidireccional, es decir cuando no hay tRNAs modificados la actividad de
los complejos cae severamente, mientras que cuando niveles de estos son altos
aumenta.

Se ha mostrado que en condiciones de falta de tRNAs modificados, se
favorece el reconocimiento erréneo del codén de inicio y cambios en el marco de
lectura durante la sintesis de proteinas (Daugeron y col. 2011). De tal forma, la
generaciébn de proteinas aberrantes con alta probabilidad de plegarse
incorrectamente puede llevar a un estrés de reticulo endoplasmico crénico,
activando la UPR (Unfolded Profein Response); respuesta fisiologica activada
cuando se acumulan proteinas mal plegadas en el lumen del reticulo
endoplasmico (Ryoo y Steller 2007). Sin embargo, en los mutantes para piitrii no
se detectd activacion de este proceso (Figura 20). Esto sugiere que, para el
momento de desarrollo analizado, la UPR no juega un papel en la disminucién
de la actividad de los complejos TOR en los mutantes piitrii. Otra antecedente
importante es que no se detecté variaciones en la fosforilacién de elF2a (Figura
20B), revelando ademas que los mutantes no carecen de amino acidos (Williams
y col. 2001) o sufren otros tipos de estrés (Wek y col. 2006) que de cuenta de la
baja actividad de los complejos TOR. Por otro lado, resultados que obtuvimos

utilizando interferentes contra Puirli, muestran que la UPR si se encuentra
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activada en estas condiciones (Anexo 12, Figura S17) (Rojas-Benitez y col.
2013). Sin embargo, la condicién de silenciamiento no es tan severa como la de
los mutantes de piitri y es posible entonces que en el tiempo que fueron
analizados la UPR ya no se encuentre activa tras haber enfrentado condiciones
severas y cronicas de estrés o se haya bloqueado de manera importante la
traduccion. Cuando el UPR se mantiene activo por tiempos prolongados se
induce apoptosis (Urra y col. 2013), y asi otra explicacién tentativa es que las
células que sufrieron activacion crénica fueron eliminadas, mientras que las que
constituyen a los mutantes son las que fueron capaces de lidiar con el estrés

crénico y sélo se afect6 su crecimiento.
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3. La maquinaria de sintesis de t°A es universalmente conservada

Importantes lecciones se han aprendido del estudio de los Molicutos, una
clase monofilética de bacterias que han adoptado un estilo de vida parasitico.
Estos organismos durante su co-evolucién con sus hospederos eucariotes han
perdido progresivamente genes involucrados en la sintesis de metabolitos que
se encuentran disponibles en sus hospederos (Weisburg y col. 1989). Asf, sus
genomas son mucho mas reducidos (580-1840 kpb) que los de bacterias modelo
(4.215-4639 kpb). Sin embargo, estas bacterias son capaces de sintetizar su
DNA, RNA y todas las proteinas requeridas para sustentar su estilo de vida (Yus
y col. 2009). Dentro de los genes que han sido conservados en la mayoria de
estas bacterias se encuentran los que codifican para los ortélogos de KAE71 y
SUAS, ambos necesarios para sintesis de t°A (Deutsch y col. 2012). Esto sugiere
que esta modificacion es importante para la funcion de la maquinaria de
traduccion en todos los organismos (Grosjean y col. 2014). La conservacion es
extensa, sin embargo en nuestros resultados, la complementacion de levaduras
mutantes con los ortélogos de Drosophila sélo fue parcial, de hecho, los niveles
de t°A no fueron reestablecidos en los mutantes para KAE7 y BUD32 cuando
fueron transformados con el correspondiente ortélogo de Drosophila. Es un
resultado inesperado, considerando que la identidad entre las proteinas es
cercana al 60%, sugiriendo que cumplen funciones similares. Sin embargo

proponemos una explicacion. El rescate de los mutantes para KAE71y BUD32 no

se ve- acompafnado por un aumento detectable en los niveles de t®A, una




posibilidad es que estas proteinas rescaten el crecimiento lento por una funcién
distinta a la sintesis de esta modificacién. Por otro lado, es también posible que
tanto Pitrti como Prpk, al ser proteinas que forma un complejo (Mao y col. 2008)
tengan una regulacion reciproca que unicamente puede darse eficientemente al

interactuar con la proteina compariera de la misma especie.
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4, Ensayos de HPAtfA y su contribucion metodolégica en la deteccion

de tRNAs modificados con t°A

Los RNAs endégenos de una célula sufren una enorme gama de
modificaciones post-transcripcionales (El Yacoubi y col. 2012, Jaffrey 2014). Su
deteccion no es simple y una diversidad de métodos han sido utilizados (Giessing
y Kirpekar 2012). Existen métodos basados en transcripcion reversa, que son de
bajo costo, pero requiere el uso de moléculas radiactivas y sus resultados son
confusos de interpretar (Motorin y col. 2007). Los basados en cromatografia son
otra alternativa, sin embargo requieren una cantidad considerable de tRNAs, su
digestién hasta nucleésidos y el uso de equipos sofisticados y de alto costo
(Lakings y Gehrke 1971). L.os mejores métodos para la detecciéon de nucleétidos
modificados son los que se basan en espectrometria de masas, que se han
utilizado extensamente para el estudio de modificaciones post-traduccionales en
proteinas y ha sido adaptado exitosamente al estudio de &cidos nucleicos
(Douthwaite y Kirpekar 2007, Giessing y Kirpekar 2012). Sin embargo este tipo
de métodos también requiere equipos sofisticados y de alto costo. En el afan de
detectar los tRNAs con modificaciones adaptamos una metodologia basada en
las interacciones Watson-Crick de sondas con regiones particulares del tRNA que
ha sido exitosamente utilizada para la deteccién de una modificacién analoga a
tA, la Né-isopentenil-adenosina (ifA); i°A se encuentra en posicién 37 en los
tRNAs que reconocen codones del tipo UNN (Laten y col. 1978, El Yacoubi y col.

2012). La metodologia establecida no requiere equipos sofisticados, reactivos de
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alto costo o grandes cantidades de tRNAs purificados (con alrededor de 100 ng
es posible realizar los ensayos). Esto la posiciona como una excelente alternativa
rapida y de bajo cosio para el estudio de cambios en los niveles de tRNAs
modificados con t®A en diversos escenarios, por ejemplo durante el desarrollo y
de manera tejido-especifica. Incluso la técnica, al basarse en hibridacion, podria
en teoria ser adaptada para detectar los tRNAs con modificaciones directamente
en animales completos (Drosophila, pez cebra, embriones de Xenopus, etc) o
bien en cortes histolégicos, incluyendo biopsias de pacientes con diversas

patologias.
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5. Los tRNAs como reguladores de procesos biolégicos, posibles

roles de modificaciones post-transcripcionales

Mas alla de su rol canénico en la sintesis de proteinas, los tRNAs también
llevan a cabo funciones adicionales tanto en procariontes como en eucariontes.
Se ha mostrado que los tRNAs no cargados (sin un amino acido asociado)
participan como sensores de los niveles de amino acidos (Hinnebusch 2005) y
regulan la degradacién de proteinas citosélicas (Mogk y col. 2007). Ademas los
tRNAs son fragmentados, no de manera azarosa pero constituyendo moléculas
funcionales que regulan la sintesis de proteinas y la transcripcién (Lee y col.
2009); controlando los mRNAs que seran traducidos y también actuando como
microRNAs (miRNAs) especificos (Maute y col. 2013). Incluso se ha mostrado
que los tRNAs pueden regular la activaciéon de la apoptosis a través de la via
intrinseca al interactuar especificamente con Caspasa-9 y Citocromo-c,
inhibiendo la formacién del apoptosoma (Mei y col. 2010). Estas son funciones
regulatorias que estan empezando a comprenderse, sin embargo no se conoce
cual es la relacion de éstas con las modificaciones post-transcripcionales

presentes en los tRNAs.
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6. Investigacion a futuro relacionada con t°A

Este trabajo ha revelado un rol determinante de los tRNAs modificados
con %A sobre el crecimiento celular en Drosophilay S. Cerevisiae, sugiriendo que
esta relacién es conservada en eucariontes . La posibilidad de que TOR, directa
o indirectamente, pueda censar la proporcion de tRNAs modificados con A
muestra que TOR no es seria capaz de regular la sintesis de tRNAs, sino que
también aseguraria la provisién de una maquinaria de traduccién funcional, capaz
de satisfacer los requerimientos traduccionales de un momento y estado celular
determinado. La relacién de TOR vy los tRNAs modificados con t°A puede ser un
aspecto interesante de explotaracién en biomedicina aplicada. La rapamicina y
otros inhibidores de TOR han sido ampliamente utilizados como
inmunosupresores, administrados especialmente en casos de trasplante para
impedir el rechazo (Somers y Paul 2014). Asi también la desregulacién de la
actividad de TOR ha sido relacionada con el origen y progresioén de diversos tipos
de cancer (Blachly y Baiocchi 2014, Ciruelos Gil 2014, Fumarola y col. 2014).
Buscar moléculas que inhiban la sintesis de t°A puede constituir una buena
opcion como terapias complementarias a las ya utilizadas que se basan en la
inhibicién de TOR. De hecho la excrecion de %A en la orina fue utilizada como un
indicador de metastasis en cancer de mama (Vold y col. 1986). La relacién entre
tRNAs modificados con t°A y el cancer ha sido poco abordada, siendo este un
campo fértil para la investigacion con proyecciones biomédicas.

Un aspecto que ha permanecido sin estudio, es como cambia t6A durante
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el desarrollo o durante los procesos de diferenciacion. Esta es una tarea compleja
de abordar, no obstante implementar un sistema de analisis in situ seria muy
ventajos. Por ofra parte, utilizar un organismo modelo de mayor tamafio facilitaria
el estudio, por ejemplo se puede utilizar ratones o ratas para estudiar t°A en
relacion al desarrollo del animal o de un érgano en particular. Incluso se pueden
utilizar células en cultivo que presenten distintos ritmos de proliferacién como
prueba de c;oncepto. Un sistema particularmente interesante son los linfocitos
que pueden ser activados in vitro, recreando una situacién de inflamacion. Esta
se ha mostrado guarda una correlacién con los niveles del tRNA iniciador (Cooper
y Braverman 1981). En este sentido, el papel que t°A tenga en este tipo de
procesos no ha sido abordado a la fecha aun cuando PRPK fue identificado como
un mensajero que aumentaba en condiciones de estimulacion con IL-2.
Finalmente, las levaduras son una opcién para estudiar cémo cambia Ia
proporcion de tRNAs modificados durante las diferentes fases del ciclo celular y
también en respuesta a nutrientes u otras condiciones ambientales.

La interdependencia de la presencia de tA con la sintesis de otras
modificaciones post-transcripcionales permanece en el misterio. El advenimiento
de nuevas tecnologias para el estudio de las modificaciones de tRNAs esti
permitiendo el estudio de éstas de manera sistémica (Chan y col. 2012). En
resumen, el estudio de t8A, su relacion con la fisiologia celular y la sintesis de

ofras modificaciones post-transcripcionales de tRNAs u otras especies de RNAs

es en este momento un topico de enorme interés y proyeccion futura.




CONCLUSIONES

pltri, el ortblogo de KAET es requerido para la sintesis de t6A en
Drosophila melanogaster

Los tRNAs modificados con 1A son necesarios para el crecimiento
autébnomo-celular y del organismo

La proporcion de tRNAs modificados con t8A es limitante para el
crecimiento en eucariontes

La actividad de TOR es determinada por los niveles de tRNAs
modificados con fA

plitrii es epistético a la via insulina/TOR y componentes del UPR
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ANEXOS

Anexo 1

A
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Figura $1: El complejo KEOPS/EKC y mecanismo de sintesis de t6A

(A) Esquemas representando la composicion del complejo KEOPS/EKC en
levadura y Drosophila melanogaster. (B) Mecanismo de sintesis de t6A. Cada
paso es catalizado por la enzima indicada sobre las flechas. Las primeras 2
reacciones son catalizadas por Sua5. La activacion del bicabonato a carboxi-
AMP [1], condensacion de éste con treonina para formar el carbamoiltreonina [2];
activacion del carbamoiltreonina a carbamoiltreoniladenilato [3]; transferencia de
este adenilato al sitio activo de Kae1/YgjD donde una segunda condensacion

tiene lugar para formar el tRNA modificado con t6A (tRNA-t6A) [4].
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Anexo 2

Como modelo de estudio, Drosophila melanogaster ha mostrado tener el
potencial de combinar aproximaciones genéticas y moleculares para abordar el
estudio de la expresién y de la funcién de genes, de tépicos de biologia celular,
molecular relacionadas con el desarrollo y la neurobiologia. Dentro de la larga
lista de ventajas del modelo, destaca su corto ciclo de vida (Figura S2A), el bajo
costo de mantencién de los individuos, una progenie numerosa y poseer un
desarrollo externo altamente estereotipado que permite evidenciar diferencias
fenotipicas facilmente. EI genoma de D. melanogaster se encuentra
completamente secuenciado y anotado de manera muy precisa. Esto mostré que
un importante nidmero de genes encontrados en este animal se encuentran
conservados en vertebrados, permitiendo la exirapolacién de los resultados
obtenidos a otros organismos como ratén y humanos.

Drosophila ha sido utilizado como un modelo genético por mas de cien afios,
es su reducido nimero de cromosomas el que ha permitido su posicionamiento
como un organismo modelo genético de primera linea. D. melanogaster posee 4
pares de cromosomas: un par sexual, X e Y ademas de 3 somaticos: 2, 3 y 4

(Figura S2B).
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Figura S2: El ciclo de vida de D. melanogaster y sus cromosomas.

(A) Existen cuatro etapas en el ciclo de vida de este animal: embrion, larva, pupa
y adulto o imago. Existen 3 estadios en la etapa larvaria, cada uno separado por
periodos de muda. Luego de ellos, es en el pupario donde ocurre la
metamorfosis. A una temperatura constante de 25°C se generaran nuevos
adultos en aproximadamente 10 dias. La vida del adulto puede durar varias
semanas. (B) Se esquematiza los 4 pares de cromosomas que posee D.
melanogaster. En la parte superior se indica la identidad del cromosoma (X,Y, 2,
3 04). Laleyenda inferior (2L, 2R, 3L y 3R) se refiere a la identidad de los brazos
del cromosoma correspondiente, L para el izquierdo y R para el derecho. El
cromosoma X y 4 poseen un brazo izquierdo grande y casi no presentan el
derecho. Los nimeros sobre los cromosomas de los machos corresponden a las
posiciones citolégicas determinadas por la observacidn de cromosomas
politénicos.
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Un aspecto que permitié el desarrollo de Drosophila como un excelente
modelo genético es la capacidad de mantener e identificar mutaciones y/o
transgenes por generaciones. Mediante el uso de cromosoma balanceadores (o
simplemente balanceadores) en estos animales se puede mantener por
generaciones un cromosoma modificado de interés por un ntimero indefinido de
generaciones. Los balanceadores son cromosomas que han sufrido una extensa
reordenacion de su secuencia por inversion y translocaciones que el resultado de
cualquier recombinacion meidtica que tenga lugar durante la ovogénesis (sélo las
hembras recombinan) no es viable, asegurando la transmisién del cromosoma
homdlogo intacto a la siguiente generacién. Ademas, cada balanceador posee un
marcador dominante, facilmente reconocible. Existen balanceadores para los
cromosomas X, 2 y 3; el cromosoma Y no posee genes relevantes para el
desarrollo de los machos, pero si algunos relacionados con la movilidad de los
espermatozoides. El cromosoma 4 es tan pequefio y su densidad génica es tan

baja que no se utiliza para efectos practicos.

Nomenclatura

En este trabajo, se utilizé la nomenclatura simplificada. Para ilustrar de
mejor forma la nomenclatura, revisamos un ejemplo:
v,wiw; +/[UAS-GFP; hh>Gal4, UAS-RFP/Tb
Los cromosomas se escriben en orden, partiendo por X, en la izquierda y

hacia la derecha el resto, terminando con el cromosoma 3. Ni el cromosoma Y ni
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4 son indicados. Cada uno de ellos se separa por un signo ;. Los elementos que
se encuentran en el mismo cromosoma son separados por , y los cromosomas
homélogos de separan con /. Las letras minGsculas representan mutaciones
recesivas, mientras que las mayutsculas hacen lo propio con las dominantes. Las
secuencias bajo el control de UAS se indican con un — (por ejemplo, UAS-GFP),
mientras que los drivers con un signo > (hh>Gal4, por ejemplo). De tal forma, el
ejemplo indica un animal hembra, que es mutante heterocigoto para el gen yellow
(v), homocigoto para white (w) en el cromosoma x; uno de sus cromosomas 2 es
silvestre, mientras que el homdlogo posee una insercién UAS-GFP, uno de los
cromosomas 3 tiene un driver que se indica hh>Gal4 y una insercion UAS-RFP y
el homdlogo la mutacién dominante Tb. Cuando se indica sélo un cromosoma,

esto implica que el animal es homocigoto para éste.
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Anexo 3
El sistema Gal4/UAS

Utiliza el factor de transcripcion de levadura Gal4 para dirigir la expresion
de secuencias acopladas a la secuencia activadora UAS (Upstream Activating
Sequence). La mayoria de las cepas UAS (Tabla 1) y Gal4 (Tabla 2) estan
disponibles para la comunidad cientifica en diversas colecciones como se indica

en cada tabla.

—LEnhancerL Gal4 1—
[ X| —. uas H A e
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Cepas parentales l

——IHI\}

@

Figura $3: Esquema general del sistema bipartito Gal4/UAS

Progenie

Los experimentos en rasgos generales se realizan cruzando moscas
transgénicas que expresen Gal4 bajo un enhancer particular (tejido especifico o
ubicuo) con animales que poseen insertada una construccion donde la secuencia
de interés, en este caso “A” se encuentra bajo el control de un elemento UAS. En
la progenie de este cruce, Gal4 es capaz de unirse a la secuencia UAS activando
la transcripcion de la secuencia A
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Configuracién FLP-out

Esta configuracion permite generar animales mosaico que expresen
distintos elementos de interés bajo el control de un Gal4 con expresién ubicua o

especifica.

Promotor
constitutivo Marcador FRT Gal4 ORF

FRT Term

Shock de temperatura | con hs-FLP

Promotor
constitutivo Gal4 ORF ///:
S — — & Y
FRT \\./

Figura S4: Esquema de la configuracion FLP-out

En esta construccion, el promotor se encuentra bloqueado y no puede activar la
expresion del Gal4 rio-abajo. Cuando la recombinasa FLP elimina en cis la region
entre los sitios FRT, empieza la transcripcion del Gal4 que activa las secuencias
bajo el control de UAS que se encuentren en la célula. Generalmente se incluye
una secuencia UAS-GFP para identificar las células donde ha ocurrido la
recombinacién. En esta configuracion, para generar clones no se requiere que
las células estén en mitosis.
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Clones mitéticos

Cuando una mutacién en particular es letal para el animal, en Drosophila
este escollo puede ser superado por la generacion de células mutantes
homocigotas y silvestres en un fondo de mutantes heterocigotas, pudiendo asi

comparar diversos parametros de interés en un tejido particular.

FRT *
T R
*
. . FRT
. | -
FLP ™
FRT  Ubi>GFp FRT  Ubi>GFP

Figura S5: Generacion de clones mitéticos

Luego de inducir la flipasa (FLP) mediante un golpe de alta temperatura, los
cromosomas homologos sufren una recombinacion en sitios FRT especificos. Si
la recombinacion ocurre en una célula que es mutante heterocigota para un gen
de interés, luego de su division dara origen a dos poblaciones celulares, una
homocigota para la mutacion (clon mutante) y otra que no posee la mutacién
(twin). Generalmente se utiliza un marcador, ubicado en frans al gen mutante en
la célula parental para identificar las poblaciones. Las mutantes carecen del
marcador, las heterocigotas presentan el marcador (GFP en este caso) y las
silvestres presentan dos copias del marcador (mayor intensidad de GFP). La
recombinacién soélo ocurrira en células que se encuentren en mitosis.
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Anexo 4

Figura S6: Anatomia del ala adulta de Drosophila melanogaster.

Este 6rgano esta compuesto por 5 venas longitudinales, numeradas LI-LV y dos
venas transversales, una anterior (acv, anterior cross vein) y una posterior (pcv,
posterior cross vein). Ademas se indican los sectores delimitados por las venas
(A-E). Coloreado en rojo se indica la region del ala que se midi6 como el
compartimiento posterior. Para determinar la densidad celular se conté en el
sector C o E el numero de células por un area determinada.
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Anexo 5
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Figura S7: Representacion esquematica de la familia Kae1/YgjD.

Alineamiento de proteinas pertenecientes a la familia Kae1/YgjD. Las cajas rojas
indican residuos conservados. Los residuos necesarios para la actividad de las
proteinas (sitio activo) se encuentran indicados por un asterisco de color negro.
Cada secuencia esta asociada a un codigo: Pyrococcus Abbisi (2IVN), Drosophila
melanogaster (Dmel), Escherichia coli (Ecoli), Saccharomyces cerevisiae (Scer)
y Homo sapiens (Hsapiens)
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Anexo 6
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Figura S8: Eficiencia y especificidad del interferente contra Piitrii

(A) RT-PCR representativo de la amplificacion del mRNA de Putrii a partir de
cDNA proveniente de larvas en estadio Il control o de larvas en las cuales se
esta silenciando de manera ubicua Putrl utilizando el driver da-Gal4. (B) Ala
adulta control, (C) ala adulta en la cual se ha silenciado Putri en el
compartimiento posterior utilizando el driver en>Gal4. (D) Co-expresion del RNA
interferente junto con el cDNA de Putru. (E) Se midié el area del compartimiento
posterior y fue normalizado por la de anterior. (F) Se conté el nUmero de células
en un area determinada del compartimiento posterior en distintas condiciones.
Para E y F: C es el control, IR el RNA interferente e IR+P corresponde al
interferente junto con el cDNA de Putri (n=50, *** p<0.005).
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Anexo 7
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Figura S9: Complementacion de levaduras mutantes para SUA5 y BUD32

Levaduras mutantes para SUAS5 y BUD32 fueron transformadas con un vector
de expresiéon (pYES) que contiene el ORF de Suab o Prpk respectivamente,
proveniente de Drosophila (pYES-dSua5 o -Prpk). (A y C) Los experimentos se
hicieron en medio sélido haciendo diluciones seriadas en factor de 10 de una
suspensién madre que para todas las condiciones contenia el mismo titulo de
células. Las imagenes son representativas de 4 experimentos independientes.
(D y F) Asimismo buscamos la complementacién en medio liquido. Me midi6 los
cambios de la densidad 6ptica (OD a 600 nm) de los distintos cultivos por 100
horas. Cada curva representa el promedio de 10 curvas de crecimiento
independientes.
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Anexo 8
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Figura $S10: Esquema del locus piitrii y las inserciones de los transposones
Piggybac

Esquema de los alelos mutantes para pdtri. Una de las inserciones se
encuentra en la region 5’ no traducida (f1978) y la otra se localiza en plena
regién codificante (e01173). Los genotipos se pueden encontrar en la seccion
materiales y métodos, Tabla 3.
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Anexo 9
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Figura S11: Controles de la sobreexpresion de Piitrii.

Putrl fue sobreexpresado de manera ubicua utilizando el driver da>Gal4. Existe
un aumento significativo del tamario de los animales (barra P), mientras que con
2 copias del UAS (barra 2P) el tamafio de los animales aumenta en mayor
medida. La sobreexpresion en condiciones mutantes heterocigotas (barra P+p)
inhibe parcialmente el aumento de tamafio. Como control positivo del aumento
en el tamano de los animales silenciamos Maf1 (barra MIR) y también medimos
el area de las alas de animales que tienen una copia extra del tRNA iniciador
(barra Ini) (Rideout y col. 2012)
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Anexo 10
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Figura S12: La fraccion de polisomas esta reducida en mutantes de piitrii

Perfil de polisomas representativo de muestras control y mutantes para pditrii. Los
polisomas, de mayor peso, luego de la centrifugacion se desplazan mas rapido
hacia el fondo del tubo y aparecen en las primeras fracciones en el detector,
mientras que los ribosomas libres, mas livianos, se mantienen en la parte
superior. La regién hasta la cual migran los polisomas, se identific6 haciendo
extracciones con tampén libre de cationes divalente y agentes quelantes,
impidiendo la formacién de polisomas.
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ANEXO 11

Resultados: Silenciamiento de Putrii para buscar relaciones funcionales

La condicién de falta de funcidén de piitri es tan severa que no permite
establecer relaciones funcionales. Por eso, decidimos utilizar una estrategia
alternativa, para generar condiciones de analisis menos severas, silenciando
Pitrl en el compartimiento posterior del ala con un invertido repetido eficiente y
especifico que activa el RNA de interferencia contra el mRNA de Putri.
Observamos una disminucion del area del compartimiento posterior,
acompanado con problemas en la formacién de venas (Figura S13B y F). En
combinacién con uno de los alelos mutantes de piditri, el fenotipo se ve
acentuado, tanto que no pudimos medir el area del compartimiento posterior
(Figura S13C y F). La expresién del cDNA de Pitri en condiciones de
silenciamiento rescaté significativamente el fenotipo, tanto en la formacion de
venas como en el area del compartimiento (Figura S13D y F). La expresién de
Prpk no revirtié el fenotipo de tamafio, sin embargo el de formacion anormal de

venas se vio parcialmente rescatado (Figura S13E y F).

El cambio en la morfologia de las venas longitudinales del ala nos sugiere
gue durante la generacién de este érgano hay un aumento en la apoptosis de las
células imaginales que podria explicar el fenotipo macroscépico observado. Para
poner esto a prueba, junto con silenciar Pitrii expresamos dos inhibidores
distintos de la apoptosis: la proteina p35 del Baculovirus (Hay y col. 1994) y una

forma dominante negativa de Basket, el ortdlogo de JNK en Drosophila, una
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quinasa relacionada con la activacion de la apoptosis (McEwen y Peifer 2005).
La expresion de ambas proteinas rescat6 el fenotipo de formaciéon de venas
(Figura S14A-D), sin embargo el area del compartimiento posterior no se
recuper6 (Figura S14E). Detectando Caspasa-3 activada se confirmé que las
células en que Putru fue silenciada entran en apoptosis (Figura S14F). Los
resultados sugieren que el fenotipo de crecimento no es causado Unicamente a

un aumento en la apoptosis en las células del disco imaginal.

A control (en>+) | B Putri-IR||C Pitrii-IR + ptu®

00 05 10 15
posterior/anterior

Figura S13: Fenotipo causado por el silenciamiento de Piitrii en el
compartimiento posterior del ala adulta

(A) Ala adulta control. Posterior esta coloreado en verde. (B) Silenciamiento de
putrli en el compartimiento posterior. (C) Expresién del invertido repetido de Putri
en un fondo genético heterocigético mutante para puitrii. (D) Se silencié Putri y
simultaneamente se expresé su cDNA. (E) Silenciamiento de Putra vy
simultaneamente se expres6 el cDNA de Prpk. (F) Se grafica una proporcion
entre el area del compartimiento posterior y anterior (P/A) (n=50, ANOVA
p<0.005).
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Figura S14: Rescate del fenotipo causado por el silenciamiento de Piitrii
utilizando inhibidores de la apoptosis

(A) Ala adulta control (B) Silenciamiento de Putrii en el compartimiento posterior.
(C) Silenciamiento de Pitrli y expresion de p35. (D) Silenciamiento de Putrii y
expresion de una version dominante negativa de Basket (BSKPN). (E) Se grafica
una proporcion entre el area del compartimiento posterior y anterior (P/A) (n=50,
ANOVA p<0.005). (F) Inmunofluorescencia contra Caspasa-3 activada (rojo) en
un disco imaginal de ala en el cual se ha silenciado Putrii en el compartimiento
posterior, que se muestra delimitado por una linea blanca.

En condiciones de silenciamiento de Putrii en la regién del disco imaginal
que da origen al ala propiamente tal, pusimos a prueba si la modificacion de la
actividad de la via insulina/TOR rescataba el fenotipo. En este caso se usé el
driver nubbin-Gal4 (nub>Gal4); el silenciar Pltrli se observa una desaparicion de
las alas (Figura S15B), lo cual es revertido cuando se expresé Pitrii (Figura
S15C). La expresiéon de una forma permanentemente activada de PI3K rescaté
parcialmente el fenotipo (Figura S15D), mientras que el silenciamiento de Tsc-2
(activacion de TORC1) o la expresion de S6K activada no lo hicieron (Figura

S15E-F). Por otro lado, la expresiéon de Myc y la adiciéon de un locus extra que
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codifica para el tRNA iniciador silvestre de Drosophila rescataron parcialmente el
fenotipo (Figura S15G-H), mientras que la presencia en heterocigosis de una
mutacién en la proteina ribosomal Rpl14 no rescaté (Figura S15I). Estos
resultados muestran que la activacién de TORC1 por si solo no es la causa
subyacente del fenotipo, sugiriendo que es causado por cambios en otras vias
de senalizacion. Modificaciones de caracter pleiotrépico, como la expresion de
PI3K activado y Myc son capaces de rescatar parcialmente, asimismo la adicién

mas tRNA iniciador.

Probamos condiciones de silenciamiento de Pitrli en el ala y expresamos
diversos componentes del UPR (Figura S16). La expresion de Xbp-1, Hsc70-3 y
EDEM2 rescataron el fenotipo de malformacién de venas, sin embargo no
recuperaron el area del compartimiento posterior (Figura S16C-F). Los resultados
muestran que el estrés de reticulo y el UPR estan relacionados con el fenotipo
observado al silenciar Pitrii. También utilizando un reportero in vivo confirmamos

la activacion del UPR cuando Plitril es silenciado (Figura S17).
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Figura S15: Rescate del fenotipo causado por el silenciamiento de Piitrii
manipulando la actividad de la via insulina/TOR

(A) Fotografia dorsal de una hembra control (nub>+) adulta de Drosophila. (B)
Silenciamiento de Putrl usando el driver nub>Gal4. Silenciamiento de Putrii y
expresionde (C) Putr, (D) una version activada de PI3K, (E) un invertido repetido
de Tsc-2 (activacion de TORC1), (F) S6K activada y (G) dMyc. En condiciones
de silenciamiento (H) copia extra del tRNA iniciador e (I) presencia en
heterocigosis de una mutacién en la proteina ribosomal 14.
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Figura S16: Rescate del fenotipo causado por el silenciamiento de Piitrii

utilizando componentes del UPR

(A) Ala adulta control (B) Silenciamiento de Putri en el compartimiento posterior.
(C) Silenciamiento de Putru y expresion de Xbp-1, (D) Hsc70-3 (ortélogo de hsp-
70), (E) EDEM2 (componente del ERAD). (F) Se grafica una proporcion entre el
area del compartimiento posterior y anterior (P/A) (n=50, ANOVA p<0.005).
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Figura $17: El silenciamiento de Piitrii activa la UPR en células imaginales

(A) Se esquematiza el reportero de activacién del UPR utilizado. Se hizo una
fusion del cDNA de Xbp-1 con el cDNA de GFP que antes del splicing, se traduce
una proteina que no incluye a GFP. Al activarse el UPR, el splicing ocurre y se
genera una proteina de fusion Xbp-1::GFP. Asi, en las células que se active el
UPR tendran sefal positiva para GFP y mayores niveles de Xbp1. (B)
Inmunofluorescencia detectando GFP en un disco imaginal de ala en el cual se
silencio la expresion de Putri con el driver nub>Gal4, su territorio de expresion
se encuentra indicado por una linea amarilla punteada. Se utilizé faloidina (fal)
para marcar el contorno celular y TOPRO para tefiir el ntcleo.
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Discusion

En conjunto, los resultados obtenidos al silenciar Pltri en lugar de analizar
su falta de funcién han permitido establecer que en células imaginales, la
disminucién en los niveles de tRNAs modificados con €A llevan a la activacién
del UPR vy la apoptosis a través de Basket, probablemente por la presencia
cronica de estrés de reticulo. Estos resultados apoyan la ocurrencia de
problemas en la sintesis de proteinas, como seleccidn errénea del coddn de inicio
o cambios en el marco de lectura, tal como ocurre en levaduras mutantes para
KAE1 (Daugeron y col. 2011). La expresion de diversos componentes del UPR
también rescaté parcialmente el fenotipo; la formaciéon de venas se vio
recuperada. Sin embargo el tamafio del compartimiento posterior permanecié
disminuido, indicando que dicha reduccién no se debe a una baja en el nimero

de células, si no que éstas poseen un tamario menor que las silvestres.

Prpk es un compariero obligado de Piitrii en el complejo KEOPS/EKC
(Mao y col. 2008) y se ha mostrado que el primero, promueve la actividad del
segundo (Perrochia y col. 2013). Se esperaba que Prpk rescatara parte del
fenotipo causado por el silenciamiento de Pitrii, sin embargo esto no ocurrié en
relacién al tamafo del compartimiento posterior, pero el patrén de venas se
rescato parcialmente, indicando que la expresion de Prpk activ a el poco Ptrii
remanente, y que ésto restablecid los niveles de tRNAs modificados con t€A,

permitiendo la supervivencia de las células imaginales que forman las venas.
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Por otro lado, los resultados relacionados con la activacion de la via
insulina/TOR estan de acuerdo con lo obtenido con los mutantes, la disminucidon
en la actividad de TOR no es la Unica causa subyacente al fenotipo observado.
La expresiéon de PI3K activada es una manipulacion con efectos pleiotrépicos
(Okkenhaug 2013) que no permite establecer un mecanismo por el cual se ve el
rescate parcial observado. Una posibilidad es que active a Akt, promoviendo la
sobrevivencia y crecimiento de las células imaginales (Scanga y col. 2000).
Asimismo ocurrié con la expresién de Myc, que posee efectos pleiotrépicos ya
que integra diversas vias de sefializacién (Gallant 2013). Sin embargo, es sabido
que Myc regula la biogénesis de ribosomas y tRNAs, asegurando la integridad de
la maquinaria de traduccién (Schmidt 1999, Gomez-Roman y col. 2006). De tal
forma, una sobre-expresién de Myc lleva a una maquinaria de sintesis de
proteinas mas robusta, que posiblemente es capaz de suplir la disminucion en
los niveles de tRNAs modificados con ®A. Algo similar a lo que ocurre con la
expresion del tRNA iniciador, sin embargo los mecanismos por los cuales éste
regula la fisiologia celular son al momento desconocidos. En relacién a la adicion
de una mutacion en heterocigosis de una proteina ribosomal, esperdbamos que
disminuyendo el ritmo de sintesis de proteinas como ocurre en los mutantes del
tipo minufe (Saeboe-Larssen y col. 1997) permitiera a la maquinaria de
traduccion adaptarse a la disminucién de los tRNAs modificados con t6A, sin

embargo esto no ocurrié y el fenotipo no se rescaté.
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