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i el encéfalo y demas

6érganos centrales adultos

del hombre y los
E B = vertebrados son

demasiado complejos para
permitir escrutar su plan estructural, ¢ por qué no
aplicar sistematicamente el método a los
animales inferiores o las fases tempranas de los
tejidos embrionarios, en los cuales el sistema
nervioso debe ofrecer organizacion sencilla y por
decirlo asi, esquematica? puesto que la selva
adulta resulta impenetrable e indefinible, ¢por
qué no recurrir al bosque joven, como si
dijéramos, en estado de vivero?...

- Santiago Ramén y Cajal, 1923 -
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1. El ojo de Drosophila melanogaster

El ojo adulto

El ojo de Drosophila estda compuesto por unas 800 unidades llamadas
omatidios, cada unidad a su vez, esta compuesta por 20 células: ocho células
pigmentarias (divididas en primarias, secundarias y terciarias); cuatro células
cono y ocho neuronas fotorreceptoras (R1-R8) (figura 1, Harris et al., 1976)

Celulas cono
.

¥

celula pigmentaria 1°

celula pigmentaria 2"

| celula pigmentaria 3°

Figura 1. El ojo compuesto de D. melanogaster. A la izquierda, micrografia de un
ojo adulto. Abajo a la izquierda, seccion transversal en la que se puede observar la
organizacion de los fotorreceptores (numerados del 1 al 7) dentro del omatidio (\VVoas
and Rebay, 2003). A la derecha, esquema apico-basal del omatidio en el que se
muestra todos los tipos celulares (adaptado de Wolff and Ready, 1993)

En la parte mas apical del omatidio se encuentran las células cono, que son
las encargadas de secretar la lente. Justo por debajo, se situan los
fotorreceptores, ubicados en el centro del omatidio y rodeados por las células
pigmentarias. En conjunto, estas células confieren al omatidio una estructura
hexagonal caracteristica, que repetida proporciona una morfologia
extraordinariamente regular.
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La funcion fundamental de los fotorreceptores adultos es la de percibir la luz.
Esta actividad es posible gracias a la presencia de opsinas fotosensibles que
se acumulan en las microvellosidades de los rabdomeros. En base al
contenido de opsinas y las caracteristicas morfolégicas y funcionales de los
fotorreceptores, se pueden separar dos subgrupos. Los fotorreceptores
externos del R1 al R6, tienen rabddmeros grandes con posicion periférica,
expresan la opsina Rh1 que es sensible a un amplio espectro de longitudes
de onda, (Feiler et al., 1988; O'Tousa et al., 1985; Zuker et al., 1985), y estan
especializados en la deteccién de movimiento y la construccion de imagenes
(Heisenberg and Buchner, 1977). Los fotorreceptores internos R7 y R8 tienen
rabdémeros pequefios con posicién central (el del R7 por encima del R8) y
patrones mas complejos de expresion de opsinas: El fotorreceptor R7
expresa las opsinas sensibles a la luz ultravioleta Rh3 o Rh4 (Fryxell and
Meyerowitz, 1987; Montell et al., 1987; Zuker et al., 1987), mientras que el R8
expresa la opsina Rh5 sensible a la luz azul o la Rh6 sensible a la luz verde
(Chou et al., 1996; Chou et al., 1999; Huber et al., 1997; Papatsenko et al.,
1997). En un pequeio porcentaje de omatidios del borde dorsal del ojo, tanto
R7 como R8 expresa la opsina sensible a la luz ultravioleta Rh3. Estos
omatidios descifran la luz polarizada en los procesos de orientacion espacial,
aunque la gran mayoria de fotorreceptores internos estan especializados en
la visén del color (Wernet et al., 2003; Wernet et al., 2012).

La informacién captada por los fotorreceptores se transmite al I6bulo
optico, el cual puede dividirse en cuatro ganglios o neurdpilos (revisado en
Morante and Desplan, 2004): lamina, médula, I6bula y placa lébula (Figura 2).
Los R7 y R8 de un mismo omatidio entran en la médula formando una
columna, de manera que pueden distinguirse alrededor de 800 columnas
medulares. La médula ademas, se estratifica en 10 capas (M1-M10)
ortogonales a la orientacién de las proyecciones de los fotorreceptores y es el
primer paso en la percepcion del color, ya que recibe la entrada directa del
R8 a la capa M3 y del R7 a la capa M6 (Fischbach and Dittrich, 1989). Es sin
embargo, el segundo paso en la deteccion del movimiento ya que R1-R6
conectan con las neuronas de la lamina y estas con las neuronas de la
médula (Rister et al., 2007).



Retina

Figura 2. El l6bulo 6ptico de

Drosophila. Representacion de

Lp las proyecciones de las células
fotorreceptoras de la retina adulta

en la lamina (La, R1-R6) y la

Lo médula (m, R8/R7) del Ibébulo
Optico. Se muestran también los

ganglios o6pticos mas centrales

(lobula [Lo] y la placa lobula [Lp]).

El disco imaginal de ojo: desarrollo de los fotorreceptores

El ojo adulto de Drosophila se desarrolla a partir del disco imaginal de ojo-
antena, un epitelio de origen embrionario que prolifera hasta alcanzar
alrededor de 20000 células. Estas células se mantienen indiferenciadas hasta
el tercer estadio larvario, cuando comienzan los procesos de determinacion
celular.

El primer paso en el proceso de la determinacién esta marcado por la
formacién del surco morfogenético, una constriccion apical que se transmite a
modo de ola a lo largo del disco de ojo en direccion posterior-anterior. La
formacion del surco en la parte mas posterior del disco, esta dirigida por la
actividad de Decapentaplegic y Hedgehog, mientras que la progresion
depende de Hedgehog (Curtiss and Mlodzik, 2000; Pignoni and Zipursky,
1997). Hedgehog ademas, activa la expresion del gen proneural atonal
(Dominguez and Hafen, 1997) en todas las células por donde pasa el surco.
A continuacion, por un proceso de inhibicién lateral controlado por la
interaccion Delta-Notch (Baker et al., 1996), la expresién de atonal queda
restringida en grupos de tres células (grupo de equivalencia), donde atonal
activa la expresion de senseless, un factor de transcripcion involucrado en la
determinacion del R8. Dos de estas tres células expresan rough, que inhibe
la expresion de senseless y por tanto la determinacién a R8 (Pepple et al.,
2008), mientras que la otra célula que si expresa senseless quedara definida
como el precursor del R8, el primer fotorreceptor en determinarse (Hsiung
and Moses, 2002; Jarman et al., 1994; Jarman et al., 1995).
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Una vez determinado, el R8 actua como célula fundadora y recluta
progresivamente al resto de fotorreceptores mediante la activacion reiterada
de la via Ras/MAPK (Freeman, 1996; Freeman, 1997; Kumar et al., 1998). En
primer lugar, el R8 induce la activacion de la via Ras1, en el par de células
indeterminadas de su grupo de equivalencia, especificando asi los
fotorreceptores R2/R5. Después, se especifican el par R3/R4 y tras una
nueva entrada en mitosis de células indeterminadas el par R1/R6.
Finalmente, se especifica el R7, las células cono y las células pigmentarias
(figura 3).

anterior posterior

Divisién |

No divisién celular ‘ Division celular

R8, R2 y RS se aftaden se afiande
idendificables R3yR4 R1yR6 elR7

Surco morfogenético
T B B &

Figura 3. El desarrollo secuencial de los fotorreceptores. lzquierda, imagen
confocal de un disco imaginal de ojo. atonal: proneural en azul; elav: fotorreceptores
en rojo; armadillo: surco morfogenético en verde. (<) indican la direccion de avance
del surco morfogenético. A la derecha: representacion esquematica de la
especificaciéon secuencial de los fotorreceptores. (esquema modificado de Wolpert et
al., 1998).

El desarrollo estereotipico y ordenado de los fotorreceptores se refleja en la
organizacion retinotépica del lobulo optico. Tras la determinacién, los
fotorreceptores en desarrollo envian sus axones al I6bulo 6ptico en el mismo
orden temporal en el que se ha producido la determinacion. Los axones del
R8 de cada omatidio migran hacia el extremo mas posterior del disco
imaginal del ojo y entran en el tallo 6ptico, cruzan la Idamina y terminan dentro
de la médula. Los axones de R1-R7 del mismo omatidio siguen la ruta del
axoén pionero del R8 hasta que en la lamina encuentran una capa de células
gliales conocida como la glia marginal (Perez and Steller, 1996; Poeck et al.,
2001). Mientras que el crecimiento de los axones de R1-R6 se para en
respuesta a alguna sefial desconocida producida por las células gliales, el
axon del R7 pasa a través de la lamina y termina en la médula (figura 4;
Hadjieconomou et al., 2011).




R1-R8

Anterior ——— Posterior /

Figura 4. migracion de
axones. Equema en el que se
muestra como la migracion de
los axones de los
fotorreceptores a la lamina
(R1-R6) y a la médula (R7/R8)
ocurre en el mismo orden
temporal en el que se ha
producido la determinacion
(Hadjieconomou et al., 2011)
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Durante el desarrollo larvario los axones migran gradualmente dentro del
I6bulo optico conforme se van determinando y se detienen. 24 horas después
de la formacion de la pupa, los axones reanudan la migracién hasta su
posicion definitiva, ya no gradualmente sino de forma sincronizada. En el
caso de R7 y R8 la proyeccion a la capa especifica se produce en dos
etapas: durante los primeros estadios pupales alcanzan una capa temporal y
mas tarde en el desarrollo pupal, la capa definitiva. (Figura 5)
(Hadjieconomou et al., 2011)

invervado de inervado de
columna posterior columna anterior
inicio SM fin SM pigmentacion )
Pupacién | | Eclosién
i v o Y

3¢ stadio larvario estadios pupales

40 —20 0 10 20 30 40 50 70 100%
Extension de los
axones de la retina b
R1-R6 seleccion de target en la lamina —
R7/RE& seleccion de capa en la médula M&/M3 > >

Figura 5. Desarrollo temporal del 0jo. Representacion temporal de los eventos que
tienen lugar en el desarrollo del ojo. EI momento inicial de la sinaptogénesis aun no se
conoce (flechas gris). El estadio de pupa dura 100 horas en condiciones de cultivo
standard por lo que 1% equivale a una hora de tiempo de desarrollo. SM:surco
morfogenético. (esquema adaptado de Ting and Lee, 2007)
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2. La via de senalizacion de Ras1

Drosophila Epidermal Growth factor

La via Ras1 se activa en los fotorreceptores a través del receptor tirosina
quinasa Drosophila Epidermal Growth factor (DER) que se regula mediante la
unién de dos ligando con funciones opuestas: spitz (spi) y argos. El ligando
activador spi se secreta desde el R8 (Shilo, 2003; Tsruya et al., 2002; Urban
et al., 2001), para activar DER en la membrana de los precursores. Los
fotorreceptores R2/R5 una vez reclutados, también contribuyen a la secrecion
de spi, incrementado la concentracion del ligando y facilitando el
reclutamiento (Tio et al., 1994; Tio and Moses, 1997). A medida que las
células responden a la activacién de DER, comienzan a expresar el ligando
represor argos (Golembo et al., 1996). Este difunde y bloquea la unién de spi
al receptor a no ser que las células estén expuestas a niveles altos de spi, 0
que ya hayan comenzado a diferenciarse, restringiendo la actividad de la via
a grupos de células en proximidad. Una vez activado el receptor, se produce
una cascada de fosoforilacion mediada por Ras1 que culmina con la
activacion de la quinasa Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK; Raabe,
2000).

Una de las funciones mejor conocidas de la MAPK activada es la de
entra al nucleo y fosforilar dos factores de transcripcion de la familia ETS:
Pointed-P2 (PntP2) y Yan (Brunner et al., 1994; O'Neill et al., 1994). Ambos
son capaces de unirse a las mismas secuencias de DNA (secuencias ETS)
pero con efectos contrapuestos ya que PntP2 es un activador transcripcional
pero Yan es un represor. Al ser fosforilada Yan queda inactiva, mientras que
la fosforilacion activa PntP2 y permite que se una a los genes diana (figura 6)
La activacion de la via Ras1 a través de DER finalmente activa la
transcripcion de los genes responsables de los distintos destinos celulares
(Freeman, 1996; Freeman, 1997; Kumar et al., 1998) en todos los
precursores salvo en el del R7. Este precursor ademas necesita activar la via
de Ras1 a través de un receptor tirosina quinasa adicional: el receptor
Sevenless (Tomlinson and Ready, 1986).



Figura 6. Drosophila Epidermal
g Jenes diana Growth factor. Esquema de la via
A NI BATILP R Ras1 activada por DER durante el
desarrollo de los fotorreceptores.
(adaptado de Doroquez and Rebay,
2006)

El receptor Sevenless

La determinacion del R7

Durante el desarrollo del R7, Seveless (Sev) y DER convergen en la misma
via provocando una activacion masiva de Ras1, critica para su
determinacion. En alelos de pérdida de funcién de sev, el percusor de R7 no
adquiere su destino neuronal y acaba transformandose en célula cono
(Cagan et al., 1992; Harris et al., 1976; Hart et al., 1990; Tomlinson and
Ready, 1987). Por el contrario, si Sev se activa en otras células se obtiene un
incremento de R7 por omatidio (Basler et al., 1991). Debido a que el receptor
Sev produce como resultado un aumento de la actividad de la via Ras/MAPK,
una activacién de ésta independiente de Sev, es decir, la activacion de
elementos downstream de la via, como Ras1 (mediante alelos como Rasm),
o incluso una activacion ectopica del propio DER, ademas de rescatar el
fenotipo provocado por la pérdida de funcion de sev, también provoca la
aparicion de R7s extra por omatidio (Dickson et al., 1992; Dominguez et al.,
1998; Fortini et al., 1992).

El desarrollo del R7 es un ejemplo de participaciéon de dos RTK que
concurren en la misma via. También es llamativo que, a diferencia de la
mayoria de RTK que se utilizan reiteradamente en diferentes procesos
biolégicos, Sev solo participe en dos procesos conocidos: la determinacion
del R7 (Basler and Hafen, 1988; Tomlinson and Ready, 1986) y la restriccion
del nicho de células madre en las gébnadas masculinas (Kitadate et al., 2007).
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Sev se activa por la union del ligando bride of sevenless (boss),
presente Unicamente en la membrana del fotorreceptor R8 (Reinke and
Zipursky, 1988). Boss es una glicoproteina 7-pasos transmembrana ancorada
en la membrana del R8. Al no ser difusible como spi, La proximidad celular es
imprescindible para la uniéon receptor-ligando. Una vez el receptor esta
activado, se activa la via Ras1 de la misma manera que en el caso de DER.
Como resultado Yan queda inhibido mientras que PntP2 activado puede ir a
sus genes diana para activar la transcripcion. Uno de estos genes es
phyllopoid (phyl) que codifica una proteina adaptadora de la ligasa de
ubiquitina seven in absentia (sina) (Carthew and Rubin, 1990; Chang et al.,
1995; Dickson et al., 1995). ElI complejo sina-phyl se une a tramtrack (ttk) y
promueve la degradaciéon de este via proteasoma (Li et al., 1997; Li et al,,
2002). Ttk es uno de los principales inhibidores del desarrollo neural y solo si
se degrada, el precursor R7 puede convertirse en fotorreceptor, mientras que
las células que no degradan ttk se diferencian en los destinos no neurales del
omatidio (figura 7).

La via de Notch también contribuye a la especificacion del R7. El
receptor Notch se activa en la membrana del R7 por la unién del ligando
Delta (DI), anclado en los fotorreceptores R1/R6. Esta unién promueve el
corte del dominio intracelular de Notch (NICD) provocando la escision del
dominio al citoplasma (De Strooper et al., 1999). En presencia de NICD el
factor de transcripcion Supressor of Hairless Su(H), funciona como activador
transcripcional en lugar de como represor (Dou et al., 1994; Hsieh et al.,
1996; Waltzer et al., 1995) y curiosamente, activa la transcripcién de Yan
(Rohrbaugh et al., 2002). Los niveles de Yan delimitan la capacidad de
respuesta de la via Ras1, por lo tanto, cuanto mayores sean estos niveles,
mayor debera ser la activacion de Ras1. De este modo parece que Notch
esta condicionando los niveles de Ras1 que requieren los precursores para
activar el destino R7.

En contraposicion a este papel que podria interpretarse como
represor, Notch actia en el R7 activando la transcripcion de genes
caracteristicos de este tipo celular, incluyendo el propio Sev (figura 7;
Doroquez and Rebay, 2006; Tomlinson et al., 2011). Ademas se sabe que la
activacion ectopica de la via Notch en los precursores R1/R6 hace que éstos
se determinen como R7, mientras que la falta de Delta o del propio Notch,
provoca la transformacion del precursor R7 a R1/R6 (Cooper and Bray, 2000;
Tomlinson and Struhl, 2001).



Figura 7. determinaciéon del R7. Esquema de la vias Sev, DER y Notch implicadas
en la determinacion del R7.

El grupo de equivalencia de Sevenless

Sev esta activo unicamente en el R7 y es necesario para la determinacion de
este. Pero su expresion no es exclusiva del R7 si no que también se
encuentra en los precursores R3/R4, las células cono y a niveles muy bajos
en los precursores R1/R6 (Figura 8; Banerjee et al., 1987a; Banerjee et al.,
1987b; Tomlinson et al., 1987). Este conjunto de células se conoce como el
grupo de equivalencia de Sevenless, y todas son susceptibles de
transformarse en R7 si se altera el control que reprime la activacion de Sev.
Seven-up (svp), rough (ro), y BarH1/H2 forman parte de los mecanismos de
control y estdn combinados de forma diferente en las distintas células del
grupo de equivalencia. Por un lado svp, reprime la actividad de Sev en los
precursores R3/R4 y R1/R6. En consecuencia, la falta de svp provoca la
transformacion de estos precursores a R7 (figura 8; Mlodzik et al., 1990)
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mientras que la expresion ectdpica provoca la transformacion del precursor
R7 en fotorreceptor externo (Begemann et al., 1995; Hiromi et al., 1993). La
proteina ro, presente en los fotorreceptores R2/R5 y R3/R4 (figura 8§;
Tomlinson et al., 1988), juega un papel esencial tanto en la especificacion de
estos, como en la de los fotorreceptores R1/R6, ya que ro activa en este par,
la expresion del represores de la actividad de Sev: BarH1/H2. (figura 8;
Basler et al., 1990; Hayashi et al., 1998; Heberlein et al., 1991; Higashijima et
al., 1992; Kimmel et al., 1990). Por otro lado, el control de la activaciéon de
Sev en las células cono es fisico, ya que al no contactar con la membrana del
R8, fuente del ligando boss, el receptor Sev nunca podra estar activo. Sin
embargo, la expresion de alelos de sev constitutivamente activos en estas
células, hace que se transformen en R7 (figura 8).

BarH1

Figura 8. Esquema de los patrones de expresién de genes involucrados en la
determinacién de la célula R7. A la izquierda, las células que expresan sev en rojo.
En el centro a la izquierda, el par R1/R6 y el par R3/R4 expresan svp (en color ocre).
En el centro a la derecha, el patron de expresion de ro se muestra en naranja y por
ultimo a la derecha se muestra la expresion de BarH1 en el par R1/R6 (en marron)
(Almudi, 2009)



3. El transcriptoma de sevenless

La compleja red de regulacion que participa en la especificacion del R7 ha
sido ampliamente investigada. Sin embargo aun no conoce cudl es el
programa transcripcional activado por la via de Ras1 en el fotorreceptor R7.
Conocer este programa fue nuestro primer objetivo y para ello utilizamos una
aproximacién basada en microarrays de expresion aprovechado la
disponibilidad de los alelos de Sev que se describen a continuacion (el disefio
y analisis de los microarrays se explica con detalle en la seccion de
resultados: el transcriptoma de sevenless).

Los alelos de sevenless

La linea sevs11

El alelo de ganancia de funcién sev®"" es una construccion que contiene el
domino tirosina quinasa fusionado con la sefial de localizacion en membrana
de CP3 y el epitopo c-myc, pero que carece de la parte extracelular del
receptor. Esto le permite dimerizar y autofosforilarse sin necesidad de unirse
al ligando. La expresion esta dirigida por el promotor de sev, de manera que
sélo se expresa en las células del grupo de equivalencia . La construccion por
tanto, produce un incremento de la via de Ras1 en todo el grupo de
equivalencia, pero solo las células cono, que no tienen mecanismos para
inhibir esta activaciéon, acaban transformandose en R7s. Debido a la
presencia de R7 ectépicos que alteran la estructura regular del omatidio, el
alelo sev®’" da lugar a ojos con apariencia rugosa (Basler et al., 1991).

La linea sevd2

sev® es una alelo de pérdida de funcién de sevenless, caracterizado por
Guerresheim en 1988. El objetivo de Guerresheim fue el de identificar los
genes implicados en la percepcion del ultravioleta y para ello elaboré un
sistema en el que las moscas tenian que elegir entre esta luz y la luz visible.
En este sistema, un alto porcentaje de las moscas de tipo salvaje eligen la luz
ultravioleta, reflejando el tropismo natural que tienen por esta longitud de
onda. Sin embargo, Gerresheim observé que las moscas con la mutacién
sev® tenian un comportamiento fototactico invertido (Gerresheim, 1988). Este
comportamiento se debe a que las moscas con pérdida de funcion de sev,
carecen de fotorreceptor R7, el fotorreceptor primario en la percepcion del
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ultravioleta, apareciendo en su lugar una célula cono (Tomlinson and Ready,
1986).

Los omatidios de estos mutantes al tener un contenido de células
alterado pierden la conformaciéon hexagonal tipica del omatidio y en
consecuencia dan lugar a ojos con aspecto rugoso (figura 9).

Perdida de funcion de Sev Ganancia de funcién de Sev

Figura 9. Los alelos de sevenless: sev®" y sev®. Microscopia electronica de
rastreo de ojos wt mostrando la estructura regular del ojo adulto en contraposicion a
los ojos rugosos de los alelos sev®'" y sev®. Paneles inferiores: cortes transversales
semifinos al nivel de los fotorreceptores. El fotorreceptor R7 esta marcados en verde.

Por lo tanto, la determinacién del R7 puede manipularse variando los niveles
de activacion de la via de Ras1 a través del receptor Sev, sin afectar el
destino del resto de fotorreceptores.

Utilizando los alelos descritos, hemos realizado microarrays de
expresion para conocer el transcriptoma activado por Sev. Uno de los genes
cuya expresion se vio alterada en los microarrays fue el gen B-amyloid
protein precursor-like (Appl).



4. B-Amyloid protein precusor-like

La familia APP

El gen B-Amyloid protein precusor-like (Appl) pertenece a la familia APP,
altamente conservada desde C.elegans hasta mamiferos (Daigle and Li,
1993; Rosen et al., 1989; Wasco et al., 1993). El fundador de la familia es el
gen humano amyloid protein precursor (APP), clonado hace mas de 20 afos
(Kang et al., 1987). Poco después se encontraron dos genes que codifican
las proteinas homologas APP-like protein-1y -2 (APLP1 y APLP2). Mientras
que APP se ha encontrado en pez raya, pez globo, anfibios, pajaros,
roedores y primates; APLP1 y APLP2 solo se ha encontrado en mamiferos
(primates y roedores). Los genes de D.melanogaster y C.elegans parecen
formar un linaje separado y ancestral al de los otros (figura 10; Coulson et al.,
2000)

Miembro de la familia APP IMombre Comuin Mombre Genebank Referencia
H. sapian APP Humano HsAPP ¥00264 (Kang et al., 1987)
H. sapian APLP1 Humano HsAPLP 48437 (Paliga etal., 1997}
H. sapian APLP2 Humano HsAPLP2 560099, L27631 (Sprecher et al, 1993; Wasco et al, 1993)
Macaca fascicularis APP Maonao WfAPP M58727 (Podlisny et al., 1991)
Murine APP Ratdn mAPP M18373, X59379 (Yamada et al., 1987; De Strooper et al., 1991)
Murine APLP{ Ratdn mAFLP1 L4538 (Wasco etal, 1992}
Murine APLP2 Ratdn MAPLP2 U15571, L04538 (Slunt et al., 1994, Wasco et al., 1992)
Ratius APP Rata Rapp X07648, X14066 (Shivers et al., 1988; Kang and Muller-Hill, 1989}
Rattus APLP2 Rata TAPLPZ XTT7934 M31322 (Sandbrink et al., 1994c; Yan et al,, 1990)
Xenopus APP Rana XIAPP 552417 (Okado and Okamoto, 1992)
Galius APP (partial) Gallina chAPP AF289218, AF289219 (Carrodeguas et al. 2005)
Fugu rubripes Pez Globo FraPP AF023420 (villard et al., 1998}
Tetraodon fluviatilis Pez Globo TIAPP AF018165 (villard et al., 1998)
Marke juponica Pez Raya NjAPP AB005544 (lijima et al., 1998)
Danio reric APPa Pez Zebra DrAPPb MM_131564 (Musa et al., 2001)
Danio reric APPE Pez Zebra Dr4PPa MM_152886 (Musa et al., 2001)
Drosophila melanogaster APPL Masca DmMAPPL J04516 (Rosen etal, 1989)
C. elegans APL-1 Gusano CeAPL Uoo240 (Daigle and Li, 1993)
jn_g_lz—- DmAPPI
— (eAPL-1
o0 HsAPLPI . L, .
L AMmAPLP Figura 10. Conservacion de la familia APP.
Arriba tabla de algunos de los miembros
991 [ RFAPLPZ . - -
descritos de la familia APP en distintos
166 100018 AmAPLP2 . - e e
. organismos. Abajo, relacion filogenética basada
HsAPLPZ en las secuencias de algunos de estos miembros
RrAPP procedente del andlisis realizado por Coulson y
1non
MmAPP colaboradores. En verde se han agrupado los
HsAFPP genes APLP1, en rojo los genes APLP2 y en gris
XIAPP los genes APP. Appl y APL-1 forman un grupo
NjAPP separado y ancestral al resto de la familia.
FrAPP (adaptado de Coulson et al., 2000)
TfAPP
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Dominios proteicos

Todos los miembros de la familia APP son proteinas integrales de membrana
del tipo 1, con un UuUnico dominio transmembrana, una amplia region
extracelular (N-terminal) y un pequeio dominio citoplasmatico (C-terminal),
que pueden dividirse en multiples subdominios (Figura 11). Dentro de la parte
extracelular encontramos dos dominios muy conservados E1 y E2. Por un
lado E1 contiene una regién de unién a heparina o dominio growth factor-like
(HFBD / GFLD), un dominio copper-binding (CuBD) y un dominio Zinc-
binding (ZnBD). La regién E1 esta seguida por un dominio acidico rico en
acido aspartico y acido glutdmico (DE) y un domininio Kunitz inhibidor de
proteasa (KPI; no presente en APPggs). La region E2 contiene de nuevo el
domino HFBD / GFLD vy una regién random-coiled (RC). Dentro de la parte
citoplasmatica se encuentra el motivo de interacciéon con proteina YENPTY
que a su vez incluye la sefial de internalizacion NPXY, ambas conservadas
en todos los homdélogos de APP. Las secuencias proteicas de los homologos
pueden dividirse en dominios similares a los de APP (Figura 11).
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Figura 11. Los dominios proteicos de familia APP. Estructura de las proteinas de
la familia APP y sus principales dominios. (adaptado de Jacobsen and lverfeldt, 2009)

Hay tres isoformas de APP en mamiferos: APPgs, APP754 y APP77. La
principal diferencia a nivel proteico entre las isoformas es el dominio KPI,
ausente en la isoforma APPggs. Ademas, APPggs también se distingue del
resto de isoformas por estar presente preferentemente en células de origen



neuronal, cuando el resto de isoformas se expresan de forma ubicua. De
manera similar, la proteina APLP1 tampoco contiene el dominio KPI y su
expresién también esta restringida al sistema nervioso. Por el contrario,
APLP2 si contiene el dominio KPI y se expresa de forma ubicua como las
isoformas APPzs5, y APP77 (revisado por Jacobsen and lverfeldt, 2009)

El homologo en Caenorhabditis elegans APL-1 se expresa en
multiples tejidos (Hornsten et al.,, 2007), mientras que la proteina de
Drosophila Appl es exclusiva del sistema nervioso y especialmente
abundante en axones en crecimiento y en areas de formacion de sinapsis
(Luo et al., 1990; Torroja et al., 1996). Ademas la isoforma de mamifero
APPgys es capaz de rescatar parcialmente el fenotipo de comportamiento de
la pérdida de funcién de Appl descrito en (Luo et al., 1992) indicando que la
funcion de estas dos proteinas se ha conservado, al menos parcialmente.

Procesamiento proteolitico

Toda la familia APP es susceptible de experimentar escisién proteolitica,
aunque el procesamiento de APP ha sido el mejor estudiado. Este
procesamiento puede seguir dos caminos separados que se conocen como
via amiloidogénica, porque conduce a la generacién del péptido -amiloide
(aB), y via no amiloidogénica, que impide la produccién de af (figura 12).

El procesamiento amiloidogénico de APP se inicia a través de la -
secretasa (BACE), que produce la segregacion de una amplia region
extracelular, sAPP. El péptido restante puede ser posteriormente procesado
por la y-secretasa liberando por un lado el péptido a3 y por otro el dominio
intracelular (AICD). En la via no amyloidogenica, APP se procesa mediante la
a-secretasa (ADAM) que corta APP dentro de la regién ap y libera la region
extracelular sAPPa. El fragmento restante también puede ser procesado por
la y-secretasa dando lugar a un pequeio péptido (P3) y al dominio
intracelular AICD. La y-secretasa es un complejo proteico transmembrana
dependiente de presinilinas que corta el sustrato por una secuencia
especifica presente en la region transmembrana de APP vy libera el dominico
citoplasmatico AICD que se ftransloca al nucleo y activa la transcripcion
(revisado en Querfurth and LaFerla, 2010).

Appl, el homdlogo de APP en Drosophila, también es procesable y se
sabe que libera una forma secretable (Luo et al., 1990; Torroja et al., 1996).
En un estudio reciente, los autores muestran el potencial de Appl de ser
cortado por los homélogos en Drosophila de las proteasas ADAM, BACE y
presinilinas (Carmine-Simmen et al., 2009). Sin embargo los productos de
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estos cortes no se encuentran en individuos de tipo salvaje. También es
importante comentar que la region de Appl que corresponde al péptido af no
guarda homologia con el péptido de humano (Bilen and Bonini, 2005;
Coulson et al., 2000).

No Amyloidogénico Amyloidogénico
sAPPa
{ sAPPﬁ. a8
p3 ( J
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A [ 3 ‘ \
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ﬁ C49-50 Expresion génica
AB LY en el nucleo

Figura 12. El procesamiento proteolitico de APP. Representacion esquematica del
procesamiento amiloidogénico y no amiloidogénico de APP. (adaptado de Querfurth
and LaFerla, 2010)

Enfermedad de Alzheimer

Tanto los cortes por las distintas secretasas como los productos de estos
cortes que se generan en el procesamiento de la proteina APP, tienen lugar
en condiciones fisiolégicas normales, sin embargo, la acumulacion del
péptico AR formando placas amiloides es una de las marcas caracteristicas
asociadas con el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. Se considera
que la acumulacién de aP es la causa de la formacion de marafias
neurofibrilares, pérdida de células, dafo vascular y demencia (Hardy and
Higgins, 1992). Esta hipétesis, que propone un origen amiloidogénico de la
enfermedad de Alzheimer, se apoya en la presencia de mutaciones tanto en
APP como en presinilinas que aumentan la produccion y/o la acumulacion del
péptido aB, en pacientes con Alzheimer familiar.

La expresion aberrante de APP también se ha asociado con la
enfermedad (Koo et al., 1990; Palmert et al.,, 1988). Parece ser que la
sobreexpresion de APP es la responsable de la aparicion temprana de
Alzheimer en pacientes con sindrome Down o trisomia del cromosoma 21
(cromosoma que contiene el gen APP) (Rumble et al., 1989) y se ha



observado que el incremento de la transcripcion de APP subyace algunos
casos de Alzheimer familiar (Querfurth et al., 1995)

Un gran numero de estudios otorgan a APP un papel central en el
desarrollo de la enfermedad de Alzheimer y por ello ha sido foco de una
intensa investigacion que se mantiene viva hasta la fecha.

Funcion de la familia APP

La funcion biologica exacta de APP y de sus homologos es todavia
desconocida. Sin embargo, varios estudios in vitro e in vivo aportan algunas
evidencias de que APP esta involucrado en varios procesos relacionados con
el sistema nervioso adulto y en desarrollo. Por ejemplo, la adhesion celular,
supervivencia neuronal, crecimiento de neuritas, sinaptogénesis, transporte
vesicular, migraciéon neuronal, modulacion de plasticidad sinaptica y
homeostasis de insulina y glucosa. En este apartado se explican algunas de
estas funciones haciendo especial hincapié en las aportaciones al campo de
los estudios realizados en Drosophila.

Supervivencia neuronal y apoptosis

Las diferentes vias de procesamiento de APP dan lugar a fragmentos que en
ocasiones tienen funciones opuestas. El fragmento soluble sAPPa que se
genera por el corte de la a-secretasa, incrementa la supervivencia neuronal y
previene la muerte celular. Este efecto neuroprotector se ha observado en
diferentes estudios realizados con células en cultivo (Araki et al., 1991,
Goodman and Mattson, 1994), pero tambien en Drosophila, donde los
fragmentos sAPPa procedentes del procesamiento del APP humano o del
propio Appl, protegen de la neurodegeneracion (\Wentzell et al., 2012). Por el
contrario, el fragmento citoplasmatico AICD, induce apoptosis cuando se
sobreexpresa en células de neuroglioma humano y en celulas de
teratocarcinoma de ratén (Kinoshita et al., 2002; Nakayama et al., 2008).

Por lo tanto, una tendencia mayor del procesamiento amyloidogénico
de APP podria tener como efecto no solo el incremento del riesgo de
apoptosis mediado por AICD si no también la pérdida de las capacidades
neuroprotectoras del fragmento sAPPa, ademas de la produccion del péptido
aPB. Es interesante mencionar que los niveles de sAPPa son inferiores en
pacientes con enfermedad de Alzheimer en comparacion con individuos
sanos.
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Plasticidad sinaptica y transporte axonal

Varios estudios en cultivos celular y en sistemas in vivo han demostrado que
APP y especialmente el fragmento sAPPa, estan involucrados en los
procesos de excitabilidad neuronal y plasticidad sinaptica (Fazeli et al., 1994)

En Drosophila, Appl no es necesaria para el aprendizaje, pero esta
especificamente involucrada en la memoria a largo plazo, una memoria de
larga duraciéon cuya formacion requiere la sintesis de proteinas de novo y
probablemente plasticidad sinaptica (Goguel et al., 2011). Estos datos
apoyan la hipotesis de que la alteracion de la funcion normal de APP puede
contribuir al deterioro cognitivo en la enfermedad de Alzheimer.

También en Drosophila se ha observado que Appl promueve la
diferenciacion sinaptica de botones (Torroja et al., 1999b) y que media en el
proceso de remodelacidn sinaptica de estos (Ashley et al., 2005). Asi como
también parece estar involucrada en el trasporte vesicular a través de unién
con la proteina motora Kinesin-1 y/o con Tau (Gunawardena and Goldstein, 20071;
Li et al., 2004; Torroja et al., 1999a).

Adhesion celular y crecimiento de neuritas

Varios estudios han indicado que APP participa en la adherencia celular,
modulando la adhesion al substrato o uniéndose a componentes de la matriz
extracelular (Narindrasorasak et al., 1992; Schubert et al., 1989), unién que
ademas estimula el crecimiento de neuritas en cultivos celulares y en
neuronas del hipocampo de ratones (Small et al., 1994). En Drosophila
Leyssen y colaboradores demostraron que la sobreexpresién de APP o la de
Appl, promueven la arborizacién axonal tras la induccion de dafo cerebral en
neuronas adultas y que ademas, los niveles de Appl incrementan tras la
induccion del dafo, como se habia descrito que incrementa APP en cerebros
de mamifero (Leyssen et al.,, 2005). Esta funcion de APP/Appl es
dependiente de la presencia del motivo de interaccion con proteina YENPTY
en el dominio C-terminal, y requiere de interaccion con la quinasa Abelson
(Abl), y la via JNK. Abl es una tirosina quinasa citoplasmatica que ejerce de
nexo entre sefiales extracelulares y cambios en la adhesién celular y el
citoesqueleto de actina (Lanier and Gertler, 2000), mientras que la via JNK se
sabe que es crucial en los procesos de reparacién después de la axotomia en
mamiferos. Los autores proponen un modelo (Figura 13) que integra sus
resultados con algunas de las interacciones previamente descrita entre
APP/Appl y Disabled-1 (Dab), que actia como una proteina adaptadora de
Abl y entre APP/Appl y APLIP1/JIP que actua como proteina adoptadora de



JNK (Matsuda et al., 2001; Merdes et al., 2004; Taru et al.,, 2002;
Trommsdorff et al., 1998)

PROE, citoesqueleto

FOSJUN

Figura 13. Appl esté involucrado en el crecimiento axonal. Tras un dafio agudo
incrementan por un lado los niveles de expresion de Appl y de manera independiente,
pero simultanea, se activa la via JNK. JNK activa la transcripcion de diferentes
elementos de regulacién del citoesqueleto y provee de un ambiente permisivo para la
remodelacion. La regulacion de Abl a través de APP asegura la regulacion de estos
componentes que resulta en una respuesta apropiada tras el dafio axonal. (adaptado
de Leyssen et al., 2005)

Otras funciones: Desarrollo de 6rganos mecano-sensoriales

Mediante experimentos de pérdida y ganancia de funcién, Merdes y
colaboradores demostraron que los miembros de la familia APP: APLP1,
APLP2, Appl y el propio APP, influyen en el desarrollo de los 6rganos
mecano-sensoriales de Drosophila. En este estudio muestran por primera vez
una posible interaccion genética de Appl con la molécula de adhesion celular
Neurotactina (Nrt) (Merdes et al., 2004). Neurotactina es una receptor
transmembrana que interacciona genéticamente con la quinasa Abl en
procesos de guia de axones (Liebl et al., 2003). Sin embargo, el papel de Nrt
en el desarrollo de los odrganos mecano-sensoriales, parece ser
independiente de Abl.

La familia APP y la via Ras

Se cree que la sobreexpresion de APP contribuye al incremento de la
produccion de los depositos af y en consecuencia a la activacion de
procesos de degeneracion celular (Calhoun et al., 1999; Yoshikawa et al.,
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1992). Entender cdmo se regula la transcripcion de APP podria, por lo tanto,
dar alguna pista de como se desarrolla la enfermedad de Alzheimer.

La relacion de la via Ras con la expresion de APP se ha planteado en
diferentes estudios. En células PC12, una linea celular de feocromocitoma de
rata, la diferenciacion neuronal inducida por el Factor de crecimiento nervioso
(NGF) (Greene, 1978), esta acompafada de un incremento en los niveles de
expresion del mRNA de APP. Los efectos de NGF igual que los de otros
factores de crecimiento como FGF o EGF estan mediados por receptores
tirosina quinasa que como DER o Sev tras la union del ligando
correspondiente estimulan la cascada de sefalizacion Ras/MAPK. En
consecuencia, el incremento de la expresion de APP mediado por NGF se
bloquea en presencia de un mutante dominante negativo de Ras (Cosgaya et
al., 1996; Villa et al., 2001). La via de Ras también se ha visto relacionada
con la expresion de APP en las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y.
En esta linea celular el Factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF)
estimula la actividad del promotor de APP en células que expresan el
receptor tirosina quinasa-B (TrkB). De manera similar a lo que ocurre en
células PC12 la estimulacion del promotor de APP se bloque en presencia de
dominantes negativos de Ras (Ruiz-Leon and Pascual, 2001; Ruiz-Leon and
Pascual, 2004). También la combinacién de Acido retinoico (AR) y BDNF
induce la actividad del promotor de APP en células SH-SY5Y sin necesidad
de expresar TrkB de manera ectépica (Ruiz-Leon and Pascual, 2003)

En los estudios realizados in vivo existe cierta controversia ya que
NGF incrementa los niveles de mRNA de APP en cerebros de hamster pero
en cerebros de rata no tiene ningun efecto (Forloni et al., 1993; Mobley et al.,
1988; Neve et al., 1996).

En resumen, a pesar de las observaciones in vitro, se requieren otros
modelos para demostrar que Ras regula APP in vivo. Este sera uno de los
puntos fundamentales de esta tesis en la que usando el modelo de los
fotorreceptores de la retina de Drosophila exploraré la posibilidad de que
Ras1 regule directamente Appl.
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Los objetivos principales de esta tesis han sido:

a) Concer el programa transcripcional activado por la via de Ras1 en el
fotorreceptor R7 y seleccionar un gen candiato para un estudio
monografico.

b) Estudiar a fondo la relacion del candidato con la via de Ras1 y su
funcién en el fotorreceptor R7.

El candidato seleccionado ha sido el gen B-amyloid protein precursor-like
(App).

Los objetivos especificos planteados durante este trabajo han consistido
en:

- Obtener el transcriptoma del gen sevenless mediante experimentos
de microarrays.

- ldentificar los posibles targets directos mediante busqueda in silico de
secuencias ETS.

- Validar los resultados obtenidos en los microarrays relativos a gen
Appl.

- Realizar un estudio detallado de la expresién de Appl en disco
imaginal de ojo.

- Analizar la expresion del gen Appl en relacién a la via de Ras1.

- Estudiar la funcién de Appl en el fotorreceptor R7.

bjetivos
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1. Materiales

La mayoria de reactivos utilizados en la realizacion de los experimentos son
de calidad analitica y provienen de las casas comerciales Merck, Fluka y
Sigma. Los enzimas son de Promega (salvo que se indique lo contrario)

Cepas bacterianas

Para la manipulacion de ADN plasmidico hemos utilizado células
competentes de Escherichia coli DH5a.

Plasmidos empleados

pUASTatiB (Dr. K.Basler)
placZattB (Dr. K.Basler)
pBluescript SK (+/-) (Stratagene)

Plasmidos generados

pUASTattB /HA-PntP2. A partir de una extraccion de RNA de moscas wt y
posterior retrotranscripcion se amplificé el cDNA de PntP2 con los oligos
Kpnl-Pnt_Fw e XBal-Pnt_Rv. El epitopo HA se amplificé a partir del plasmido
pBluescript SK/ Ash2-HA (cedido por la Dra. M.Angulo) con los déligos EcoRI-
HA_Fw y Xho-HA_rv. Cada fragmento se digirié con las enzimas Kpnl-XBal y
EcoRI-Xho respectivamente y se clond en las dianas correspondientes del
vector pUASTattB.

placzZattB /ETS1. A partir de una extraccion de DNA gendmico de moscas wt
se amplificé un fragmento de 500 pb con los dligos ETS1_Fw_lacZ vy
ETS1_Rv_lacZ con la polimerasa High fidelity (Promega) que deja extremos
romos. Todo el fragmento se clond en el plasmido PBluescript previamente
digerido con la enzima EcoRV que deja extremos romos. Posteriormente este
plasmido se digirié con las enzimas Hindlll e Xbal y el fragmento obtenido se
cloné en el plasmido PlacZattB previamente digerido con las mismas
enzimas.

placZattB /ETS2 A partir de una extraccion de DNA genémico de moscas wt
se amplificé un fragmento de 500 pb con los 6ligos ETS2_Fw y ETS2_Rv con
la polimerasa High fidelity (Promega) que deja extremos romos. Todo el
fragmento se clond en el plasmido PBluescript previamente digerido con la
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enzima EcoRV que deja extremos romos. Posteriormente este pldsmido se
digirié con las enzimas Hindlll e Xbal y el fragmento obtenido se clond en el
plasmido PlacZattB previamente digerido con las mismas enzimas.

placzZattB /ETS3 A partir de una extraccion de DNA genémico de moscas wt
se amplificé un fragmento de 500 pb con los dligos ETS3 _Fw y ETS3_Rv con
la polimerasa High fidelity (Promega) que deja extremos romos. Todo el
fragmento se clond en el plasmido PBluescript previamente digerido con la
enzima EcoRV que deja extremos romos. Posteriormente este plasmido se
digirié con las enzimas Hindlll e Xbal y el fragmento obtenido se clond en el
plasmido PlacZattB previamente digerido con las mismas enzimas.

placZattB /ETS4 A partir de una extraccion de DNA genémico de moscas wt
se amplificé un fragmento de 500 pb con los dligos ETS4_Fw y ETS4_Rv con
la polimerasa High fidelity (Promega) que deja extremos romos. Todo el
fragmento se cloné en el plasmido PBluescript previamente digerido con la
enzima EcoRV que deja extremos romos. Posteriormente este plasmido se
digirié con las enzimas Hindlll e Xbal y el fragmento obtenido se clon6 en el
plasmido PlacZattB previamente digerido con las mismas enzimas.

pBluescript SK /Appb. A partir de una extraccién de RNA de pez zebra de 6
dias y posterior retrotranscripcion se amplificé un fragmento de 1557 pb del
cDNA de Appb con los 6ligos Appb_Fw y Appb_Rv con la polimerasa KOD
Hot Start (millipore) que deja extremos romos. Todo el fragmente se cloné en
el plasmido PBluescript previamente digerido con la enzima EcoRV que deja
extremos romos.



Oligonucleétidos

Los oligonucleétidos han sido sintetizados por Sigma (tabla 1).

Nombre Secuencia Experimento
ETS4 FW 5" AGTTGCTGCTTGCCTCGTG Trangénico-lacZ
ETS4 RV 5 ATCCCGAGGAGGCATGAG Trangénico-lacZ
ETS1_Fw_lacZz | 5 CATTTTCTCGACTTGCCTGC Trangénico-lacZ
ETS1_RV_lacZz | 5 AAAACACAGCCGAAAATGC Trangénico-lacZ
ETS1_Fw_chip | 5 TTCTTCTGACCCACTGCTC chipPCR
ETS1_Rv_chip | 5 GATGAGGGTACGCTGGTAG chipPCR
ETS2 Fw 5 CCGAGTGTGTGAGCGTGAG Trangénico-lacZ,
ChipPCR
ETS2 Rv 5 AAGCTCTGGACTACGAATGG Trangénico-lacZ,
ChipPCR
ETS3_Fw 5 GATGAATTTTCCTTGTCCTCG | Trangénico-lacZ
ETS3_Rv 5 TAAGATATACATAAGAACG | Trangénico-lacZ
CTGC
Kpnl-Pnt_Fw 5 ATAGGTACCGAATTGGCGAT | Trangénico-UAS-
TTGTAAAACAG PntP2-HA
Xbal-Pnt_Rv 5  TATTCTAGACTAATCCACAT | Trangénico-UAS-
ACTTTTTTCTC PntP2-HA
EcoRI-HA_Fw 5  AAGGAATTCATCGATCAGCT | Trangénico-UAS-
ACCCATACG PntP2-HA
Xho-HA_Rv 5 AGACTCGAGGCCCGCGTAA | Trangénico-UAS-
TCTGGAACG PntP2-HA
Appb_Fw 5 CAATGATGGGAATAGACAGC Sonda D.rerio
Appb_Rv 5 CTGTTGCCGAGAATGAAGC Sonda D.rerio

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados. Se indica la secuencia y los experimentos en

los que se han utilizado.
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Cepas de Drosophila melanogaster

Las moscas utilizadas en este trabajo se han cultivado en camaras climaticas
a una temperatura de 25° y con medio de Drosophila (Carolina Biological
Supply) suplementado con levadura. En la tabla 2 se indican las diferentes
lineas utilizadas, asi como su procedencia.

Linea Procedencia

Canton Bloomington Drosophila Stock
Center (BDSC)
ywhsFlp; FRT82BubiGFP/TM6B BDSC
w,hsFlp; Act FRTy'FRT,Gal4::UAS-GFP | Cedido por el Dr. E.Moreno
sev"’ Cedido por el Dr. E.Hafen
sev-Gal4sev®'/TM6B Cedido por el Dr. E.Hafen
sev” Cedido por el Dr. E.Hafen
UAS-DER™" Cedido por el Dr. H.Stocker
UAS-Ras""“/cyO Cedido por el Dr. E.M.Blanco
FRT82B Ras““**/TM6c Cedido por el Dr. G.Jimenez
FRT82B Pnt**®/TM3 Cecido por el Dr. J.Casanovas
Df(1)y Cecido por la Dra. L.Torroja
Appl’ Cedido por la Dra. L.Torroja
Fra’/cyO-GFP Cedido por la Dra. M.Morey
fas3*%°/cyO act-lacZ Cedido por la Dra. M.Morey
w;FRT40 CadN""°Gal80/cyO Cedido por la Dra. M.Morey
UASfos®" Bohmann
Df(1)w;UASAppl/cyO Cedido por la Dra. L.Torroja
Df(1)W/Ym52y+ Cedido por la Dra. L.Torroja
SevNotch®™ Artavanies-Tsakonas

Tabla 2. Lineas de Drosophila utilizadas. Se indica el genotipo y su
procedencia.

Cepas de Danio rerio

Las lineas wt y Tg(hsp70:ca-fgfr1) han sido cedidas y mantenidas en
condiciones estandar por la Dra. Berta Alsina.



Anticuerpos
En la tabla 3 se

indican

caracteristicas y procedencia.

A. Primarios

anti-GFP

Caracteristicas

Conejo; 1Q: 1:1000

los anticuerpos utilizados, junto con sus

Procedencia

Santa Cruz Biotechnology

anti-B-galactosidase

Conejo; 1Q: 1:1000

Cappel

anti-B-galactosidase

Cabra; 1Q: 1:1000

Dr. J.Casanovas

anti-prospero Raton; 1Q: 1:20 Developmental Studies
Hybridoma Bank (DSHB)
anti-chaoptin Ratén; 1Q: 1:10 DSHB

anti-senseless

Cobaya; 1Q: 1:800

Dr. H.Bellen

anti-Appl Conejo; 1Q: 1:1600 | Dr. L.Torroja

anti-HA Conejo; 1Q: 1:200, | Abcam
Chip: 1:100

Anti-digoxigenina-AP Raton; ISH 1:2000 Roche

A. Secundarios Caracteristicas Procedencia

Asno-anti-Conejo AlexaFluor 555; | Invitrogen
1:200

Cabra-anti-Conejo AlexaFluor 488; | Invitrogen
1:200

Cabra-anti-Conejo FITC; 1:200 Jackson

Asno-anti-Ratén AlexaFluor 555: | Invitrogen
1:200

Cabra-anti-Ratén AlexaFluor 488; | Invitrogen
1:200

Asno-anti-Cabra FITC: 1:200 Jackson

Asno-anti-Cobaya Cy5; 1:200 Jackson

Conejo-anti-Raton In situ

Tabla 3. Anticuerpos utilizados. En

las caracteristicas,

se especifica las

concentraciones utilizadas Para los diferentes ensayos (IQ: inmunohistoquimica, ISH

hibridacion in situ o Chip).
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2. Métodos

1. Técnicas de manipulacion de DNA plasmidico

Las técnicas de DNA recombinante empleadas en este trabajo se encuentran
descritas por Sambrook (Sambrook and Russell, 1989 )

1.1 Transformacion de células competentes

Incubar las células DH5a con la ligaciéon (10-30ul) durante 20 minutos en
hielo. Seguidamente se realiza un choque térmico de 1 minuto a 42°C y se
vuelve a dejar en hielo 2 minutos. Se afiade 1 ml de medio Luria-Bertani
Broth (LB) (10g/l tiptona, 5g/I extracto de levadura, 10g/l NaCl, 1mM NaOH)
precalentado y se incuba a 37°C durante 30-60 minutos. Después se plaquea
la transformacion en placas de LB con antibiotico y se incuba toda la noche a
37°C.

1.2 Obtencion de DNA plasmidico: Lisis Alcalina
Inocular 3ml de medio LB con antibiético con una colonia aislada. Dejar
crecer toda la noche a 37°C. Pasar 1,5 ml de cultivo a un eppendorf y
centrifugar a 9000 rpm durante 1 minuto. Sacar el sobrenadante y
resuspender en 100 pl de GTE (50 mM glucosa, 10 mM EDTA, 25 mM Tris
HCL pH 8.0) y pasar por vortex. Afadir 200 ul de solucién 0,2 N NaOH 1%
SDS, invertir dos o tres veces y dejar en hielo durante 5 minutos. Afadir 150
pl de acetato sodico 3M, agitar i dejar en hielo 5 minutos. Centrifugar 5
minutos a 14000 rpm i pasar el sobrenadante a un eppendorf nuevo. Afadir
450 pl de fenol-cloroformo, pasar por vortex y centrifugar 3 minutos a 14000
rpm. Recuperar la fase acuosa superior y afadir 1 ml de etanol 100% frio.
Invertir 2 o 3 veces y centrifugar 5 minutos a 14000 rpm. Descartar el
sobrenadante y lavar el pellet con 300 pl de etanol frio al 70%. Centrifugar 3
minutos a 1400 rpm, descartar el sobrenadante y dejar secar el pellet a 37°C.
Resuspender el pellet en 50 yl de TE (10 mM Tris HCL pH 8.0, 1 mM EDTA).
Para la obtencion de DNA plasmidico también se ha utilizado un Kit
comercial, Mini Prep Kit 50 (Qiagen), siguiendo las instrucciones facilitadas
por el fabricante.



2. Técnicas de analisis de ADN

2.1 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) permite amplificar regiones
de DNA a partir de muestras de DNA de origen diverso (ej.. genémico
plasmidico, cDNA). Consiste en un proceso ciclico de desnaturalizacion,
union de oligonucledtidos y amplificacion, que genera una amplificacion
exponencial del nUmero de cadenas de DNA.

Para que la reaccion tenga lugar hace falta suplementar la muestra
de DNA con: polimerasa de DNA (enzima termoestable que realiza la sintesis
de DNA), cofactor de la polimerasa (ej.. MgCl,, MgSO,. El uso de uno u otro
dependera del tipo de polimerasa que se esté utilizando), nucledtidos
(dNTPs, las unidades que se iran incorporando en la cadena de DNA),
Oligonucledtidos (secuencias de cortas de DNA complementarias as los
extremos de la regiébn que se quiere amplificar), tampén de la reaccién
(solucion con la concentracion optima de sales para que el rendimiento de la
polimerasa sea el maximo, depende de que polimersa se esté utilizando). Las
concentraciones de los reactivos, y la temperatura de amplificacién depende
de la polimerasa y estan indicadas por el fabricante, mientras que la
temperatura de unién de los 6ligos y de desnaturalizacién depende de las
caracteristicas de los 6ligos y de la muestra respectivamente. En la tabla 4 se
detallan los reactivos y los ciclos de una reaccién de PCR estandar.

Reactivos Ciclos

2 ng DNA 2 95°C

Tampon de la reaccion (1X) 1’ 95°C desnaturalizacion
MgCi2 2,5 mM 30 1° 55°C union de los oligos
dNTPs 0,4 mM

1’ 72°C amplificacion
primers 0,5 pmol/pl

DNA polimerasa 0,05 U/ul 10’ 72°C

Tabla 4. reactivos y los ciclos de una reaccion de PCR estandar
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2.2 Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)

La técnica de ChIP permite determinar si una determinada proteina se
localiza sobre una regién de ADN concreta. En este trabajo hemos realizado
Chips para analizar la localizacién de PntP2-HA sobre el DNA a partir de 500
discos imaginales de ojo del genotipo w; sev®''sev-Gal4 /UAS-PntP2-HA.

El proceso puede dividirse en varios pasos:

Fijacion

5 incubaciénes de 5 minutos con solucion de crosslinking (1,8% de
formaldehido, 50mm Hepes pH 8, 1mm EDTA, 0,5 mMvEGTA, 100 mM
NaCl). Luego se detiene la fijacion con solucion Stop durante 10 minutos
(PBS, 0,01% Tritén X-100, 0.125 M glicina, la glicina inactiva los restos de
formaldehido). Finalmente se realiza un lavado de 10 minutos con tampdn A
(10mm Hepes 8, 10 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 0,25% Tritén X-100) y otro
lavado de 10 minutos con tampon B (10mm Hepes 8, 1 mM EDTA, 0,5 mM
EGTA, 200 mM NacCl, 0,01 Triton X-100).

Sonicacion

Antes de proceder a la sonicacién se centrifuga la muestra 1 minuto a 8000
rpm, se descarta el sobrenadante y se afiade el tampdén de sonicacién hasta
un volumen de 500 pl (1% SDS, 50 mM Tris HCL pH 8, 10mm EDTA). La
sonicacién se realiza en nueve pulsos con una amplitud del 35% en un
sonicador Branson. Despues de la sonicacidon se centrifuga la muestra
durante 30 minutos a 14000 rpm a 4°C para descartar las impurezas que se
quedaran en el pellet. El sobrenadante se distribuye en alicuotas de 200 pl
por muestra, 20 pl para el imput y los 80 ul restantes para el control de la
sonicacion.

Inmunoprecipitaciéon

Se realiza un prelavado antes de la inmunoprecipitacién afiadiendo tampén
IP a cada muestra hasta alcanzar un volumen de 1ml (1% tritén, 150 mM
NaCl 2mM EDTA 20 mM Tris HCI pH 8.0, PMSF 2pl/ml, aprotinina 2pl/ml), y
35 pl de proteinaA-sefarosa (GE-healthcare) y se incuba durante una hora en
rotacion a 4°C. después se centrifuga la muestra 2 minutos a 3000 rpm y se
recoge el sobrenadante en un eppendorf nuevo al que luego se afiade 2ug de
anticuerpo y se incuba toda la noche a 4°C en rotacién. Como control
negativo se incuba una muestra sin anticuerpo. Posteriormente se incuban
las muestras con 30ul de proteina A-sefarosa (previamente bloqueada



durante 2 horas en tampén IP suplementado 1% de BSA) durante 3-4 horas a
4°C y en rotacion.

Lavados

Se realizan rondas de centrifugaciéon (2 minutos 3000 rpm), descartado de
sobrenadante, y lavado durante 10 minutos a 4°C y en rotacién con : 1 ml de
tamoén IP durante 5 rondas, un sexto lavado con tampon de litio (0,25 M LiCl,
0,5% NP40, 0,5% Na deoxycholate, 1mm EDTA, 10mm Tris pH 8) y dos
rondas mas con TE (10 mM Tris HCL pH 8.0, 1 mM EDTA). Finalmente se
resuspende en 100 ul de TE.

Decrosslinkado

Todas las alicuotas: muestra, muestra control sin anticuerpo, input y control
de sonicacién, se incuban con RNAsa 50ug/ml druante 20 minutos a 37°C.
Posteriormente se incuban todas las alicuotas con 0,5% SDS y 500 pyg/ml de
proteinasa K, durante toda la noche a 65°C.

Purificacion

Una vez descrosslinkadas, las muestras se purifican por columna mediante
un kit de purificacién de DNA (Quiagen) siguiendo el protocolo del fabricante.
El volumen final de la elucién en H,O fue de 50ul.

Analisis

El analisis de los chips se realizé por PCR, para ello se utilizé 2 yl de cada
muestra y se amplificé con 6éligos especificos (detallados en la seccion
Oligos). Las bandas de PCR se cuantificaron usando el software de Fujifilm
MultiGauge.

2.3 Predicciones in silico: caracterizacion de promotores e intrones

Para realizar la busqueda de ETS en el grupo de genes candidatos
procedente de los microarrays se analizaron 1000 pb upstream del sitio de
inicio de transcripcidon y las secuencias de los intrones de los 233 genes
diana, de acuerdo a las anotaciones RefSeq del Genome Browser UCSC
(Kuhn et al., 2007). Para la busqueda de ETS en estas secuencias se utilizd
el programa MatScan (Blanco et al.,, 2006) aplicando los modelos de
prediccion de ETS de Jaspar (Portales-Casamar et al., 2010) y Transfac
(Matys et al., 2003). Las predicciones se introdujeron después en la pagina
UCSC [http://genome.ucsc.edu/] que permite visualizar su posicion a lo largo
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del genoma de D. melanogaster. En esta misma pagina se utilizo el track de
conservacion (alineamiento multiple de 12 especies de Drosophila), y se
descartaron aquellas predicciones que no estaban conservadas (al menos
hasta D. pseudoobscura).

3. Técnicas de analisis de RNA

3.1 Extraccion de RNA

Las extracciones de RNA de discos imaginales de ojo se realizé mediante el
kit de extraccién Mini RNA Isolation Kit (ZYMO-RESEARCH) segun las
indicaciones del fabricante.

3.2 RT-PCR

Para realizar la retrotranscripcién se incubd 1ug de RNA con 0,5ug de oligo-
dt y 1yl DNTPs 10mM, en un volumen final de 12 pl durante 5 minutos a
65°C. Seguidamente se realiz6 una segunda incubacién de 2 minutos a 37°C
afiadiendo 4ul de 5x first strand buffer, 2ul de DTT 100 mM y 1ul de agua y
una tercera incubacion de 50 minutos a 37°C anadiendo 1ul de M-MLV 200
U/ul (la transcriptasa reversa de Promega). Finalmente toda la muestra se
incubo 15 minutos a 70°C.

3.3 Microarrays de expresion

La hibridacién y normalizacion de los microarrays fueron realizados
previamente en el laboratorio. Los datos crudos y normalizados y diversos
detalles sobre la hibridaciéon pueden consultarse en la base de datos Gene
Expression Omnibus (Edgar et al., 2002)
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/geo/] con el numero de acceso
GSE37793.

3.4 Sintesis de sonda para hibridacion in situ
La sonda anti-Appl se sintetiz6é a partir del clon de Drosophila Gold Colection
(GDC) GH04413 [https://dgrec.cgb.indiana.edu/], mientras que la sonda anti-
Appb se sintetizé a partir del plasmido PBluescript/Appb descrito en la
seccién plasmidos generados del apartado de materiales.

Primero se linearizaron 10 ug de DNA plasmidico con la enzima
EcoRI en ambos casos. El producto de la digestion se purificd con el kit
Quiaquick PCR (Quiagen), se eluy6é en 30 pl de H,O y se cuantificd con
Nanodrop.



La transcripciéon se realizé durante 2-3 horas a 37°C con la
polimerasa Sp6 para la sonda de Appl/ y T7 para la sonda Appb. En la tabla 5

se detallan los reactivos.

H.O (until 20pl)
5x buffer de transcripcion 4ul
DTT 0.1M 2ul
10x digoxigenin labelling mix 2ul
DNA linearizado 1ug
Polimersa (Sp6 / T7) 2ul

Tabla 5. Reactivos y cantidades correspondientes utilizadas para la transcripcion de
sondas.

El producto de la transcripcion se incub6 con 2ul de DNAsa y buffer
RDD 1x para eliminar el DNA plasmidico. Para purificar el RNA de la
transcripcion: Anadir 30ul H,O, 5l 4M LiCl, 150ul EtOH -20°, 1yl tRNA y
dejar 30 minutos a -80°C o toda la noche a -20°C. Centrifugar 20 minutos a
14000 rpm a 4°C, descartar el sobrenadante y lavar el pellet con 150 pl de
etanol 70% frio. Descartar nuevamente el sobrenadante y lavar con 100 pl de
H,0 20 minutos a 37°C. Finalmente resuspender el pellet en H,0.
Las sondas de mas de 500 pb de longitud se hidrolizaron con el siguiente
protocolo: 20 pl de sonda, 30 pl de H,O y 50 pl de buffer carbonato 2X
(120mM Na,C0O3,80mM NaHCO;, pH 10.2, guardar a -20C) incubado a 65°C
durante 40 minutos. Luego afadir 100 pl de solucién stop (acetato sodico
0.2M pH 6.0) y purificar de nuevo.

3.5 Hibridacion in situ

D.melanogaster in situ de Appl
Para la hibridacion in situ de discos imaginales de ojo de Drosophila
melanogaster se ejecuto el siguiente protocolo:

Diseccion y fijacion

Diseccionar las larvas en PBS 1X (125 mM NaCL, 16 mM Na,HPOQO,, 8,4 mM
NaH,POQO,, pH 7,3), fijar 20 minutos en movimiento con 4% formaldehido (FA)
en PBS 1X y volver a fijar 20 minutos en movimiento con 4 % FA en PBT
(PBS 1X, Tween20 0,1%). Lavar con PBT tres veces durante 5 minutos.
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Deshidracion y rehidratacién

Tras la fijacion se realiza una deshidratacion progresiva con metanol al 50%
durante 3 minutos y metanol 100% durante tres minutos. Luego se rehidrata
la muestra progresivamente con metanol 50% durante 3 minutos y PBT
durante tres minutos (en los casos en los que se combind la hibridacion in
situ con inmunohistoquimica, se utilizdé etanol en lugar de metanol).

Tratamiento con proinasa K

Tras la rehidratacién se realizé una segunda fijacion con FA 4% en PBT
durante 20 minutos en agitacion, tres lavados de 5 minutos con PBT y un
lavado de 10 minutos con PBT. Después se realiza un tratamiento con
proteinasa K 50 ug/ml en PBT durante 2 minutos, dos lavados durante 1
minuto con glicina 2 mg/ml en PBT, y dos lavados de un minuto con PBT.
Nuevamente se fija la muestra durante 20 minutos con 4% FA en PBT y se
hacen dos lavados con PBT durante 10 minutos.

Pre-hibridacién

Para preparar la muestra para la hibridacion se incuba en camara a 55°C con
50 PBT/ 50 solucién A (100ug/ml esperma de salmén desnaturalizado,
50pg/ml heparina, 50% Formamida, 5x SSC (3M NaCl, 0,3M Sodium citrate),
0.1% Tween20) durante 10 minutos y posteriormente con soluciéon A durante
30-60 minutos.

Hibridacién con sonda anti-Appl
Posteriormente se realiza la hibridacion con la sonda anti-App! diluida en
solucién A (1:500) durante toda la noche a 55°C.

Lavados

Después de la hibridacién se realizan cuatro lavados de 20 minutos a 55°C
con solucion B (50% Formamida, 5x SSC, 0.1% Tween20), después solucion
B/PBT 3:1, luego solucion B/PBT 1:1, y finalmente solucién B/PBT 1:3

Incubacion con anti-DIG

Ya a temperatura ambiente se realizan cuatro lavados de 10 minutos con
PBT y se incuba con el anticuerpo anti-digoxigenina durante 1,5 horas.
Posteriormente se hacen cuatro lavados de 10 minutos con PBT vy tres
lavados de 15 minutos con AP Buffer (100mM NaCl, 50mM MgCl, 100mM
Tris-HCI pH 9,5 afadir al momento Tween20 0,1%).



Revelado NBT/BCIP

Ahora la muestra esta preparada para el revelado y se ha de incubar con la
mezcla de reaccién (2ul NBT + 2ul BCIP + 600ul AP Buffer-Tween20 0,1%) a
oscuras y sin agitaciéon. Comprobar el estado de la reaccion cada 10 minutos.
Una vez la reaccion ha alcanzado el punto optimo lavar con PBT tres veces
durante 10 minutos y montar con glicerol al 80%.

En los experimentos en los que la hibridacién in situ se combind con
inmunohistoquimica (clones flip-out) las incubaciones de anti-digoxigenina y
anti-GFP se realizaron de forma simultanea. La Incubacién del anticuerpo
secundario se realiz6 después del revelado con NBT / BCIP.

D.rerio in situ de Appb
Para la hibridacion in situ embriones de pez zebra se ejecutd el siguiente
protocolo:

Fijacién

Los embriones se decorionaron mecanicamente antes de fijar con PFA (4%
paraformaldehido en PBS 1X (125 mM NaCL, 16 mM Na,HPOQO,, 8,4 mM
NaH.,PO,4, pH 7,3)), luego se lavaron los embirones dos veces durante 5
minutos con PBT (PBS 1X, 0,1% Tween-20)

Pre-tratamientos
Deshidratar los embriones con metanol 100% durante 1 hora a -20°C y
rehidratar progresivamente con etanol 75, 50 y 25% de metanol (10 minutos
cada paso). Posteriormente se lavan los embriones dos veces durante 10
minutos con PBT.

Proteinasa K

Incubar los embriones con proteinasa K (10mg/ml, 1/1000 en PBT) durante
10 minutos para embriones de hasta 48 horas de desarrollo. Para embriones
mayores de 48 horas incubar con proteinasa K durante 20 minutos. A
continuacion lavar 3 minutos con PBT vy fijar con PFA 4% durante 40 minutos.
Tras la fijacién lavar dos veces durante 5 minutos con PBT.

Prehibridaciéon
Antes de la hibridacién se realiza una incubacion durante 1 hora a 70°C con
el buffer de hibridacion (25 ml 100% formaldehido, 12,5 ml 20X SSC pH 4.5,
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1ml 25mg/ml tRNA, 250 ul de 10mg/ml de heparina, 500 yl de 10% Tween-
20, 125 pl de 1M acido citrico pH 6.0 y 10,5 ml de H,0)

Hibridaciéon con sonda anti-Appb
A continuaciéon se realiza la hibridacion con la sonda diluida en solucion de
hibridacién (1:80) toda la noche a 70°C

Lavados
Después de la hibridacion se realizan 4 lavados de 20 minutos cada paso a
70°C con las siguientes soluciénes:
Solucién 1: 75% HYB (32,5ml 100% formaldheido, 12,5ml 20X SSC, 500 pl
10% Tween20, 4,5 ml H,0)

Solucién 2: 50% HYB, 2X SSC

Solucién 3: 25% HYB, 2X SSC

Solucién 4: 2X SSC
Dos lavados durante 30 minutos con 0,5 X SSC y ya a temperatura ambiente
dos lavados de 10 minutos con PBT.

Incubacion con anti-DIG

Antes de realizar la incubacién con anti-DIG se bloquea la muestra con BS
(2%BSA, 10%NGS y 0,1%PBT) durante una hora. A continuacion se incuba
con el anticuerpo diluido en BS (1:4000) durante toda la noche a 4°C.
Despues de esta incubacion se lava la muestra diez veces durante 10
minutos con PBT y tres veces durante 10 minutos con AP (100mM Tis-Hcl
pH. 9,5, 50mM MgCI2, 100mM NaCl, 01% Tween-20 y 0,2% Triton X-100).

Revelado NBT/BCIP

Ahora la muestra esta preparada para el revelado y se ha de incubar con la
solucién de revelado (45ul de NBT, 35 ul de BCIP en 10 ml de AP) a oscuras
y sin agitaciéon. Comprobar el estado de la reaccién cada 10 minutos. Una vez
la reaccion ha alcanzado el punto optimo lavar con PBT toda la noche y fijar 2
horas a temperatura ambien con 4% PFA.

4. Técnicas de analisis de proteinas

4.1 Inmunohistoquimica en discos imaginales y cerebros de larva III

Diseccionar en PBS 1X (125 mM NaCL, 16 mM Na,HPO,, 8,4 mM NaH,PQ,,
pH 7,3) estirando de la probdscide de las larvas para obtener mandibulas
unidas a los discos de ojo y al cerebro vy fijar con paraformaldehido al 4% en
PBS (15 -20 minutos en hielo). Realizar dos lavados de 5 minutos con PBS. A



continuacion se puede realizar una segunda fijacion mediante tres lavados de
5 segundos con metanol (si las muestras tienen GFP en lugar de metanol
usar etanol y si se quiere observar una proteina de membrana es
recomendable no realizar este paso). Seguidamente se bloquea la muestra
durante una hora a temperatura ambiente con solucién de bloqueo (BS: PBS
1X, 0,3% Triton X-100, 2% BSA) y se incuba con el anticuerpo primario
diluido en solucién BS durante toda la noche a 4°C. Tras la incubacién con el
anticuerpo se lava la muestra tres veces durante 10 minutos con PBT (PBS
1X, 0,3% Tritébn X-100) y se vuelve a bloquear durante 30 minutos con BS
para después incubar con el anticuerpo secundario diluido en BS durante 2-3
horas a temperatura ambiente y a oscuras. Después de la incubacién con el
anticuerpo secundario se lava la muestra tres veces durante 10 minutos con
PBT también a oscuras y se monta la preparacion en solucion antifade en
glicerol / PBS (SlowFade Antifade Kit; Invitrogen).

4.2 Inmunohistoquimica en cerebros de pupa

La Inmunohistoquimica en cerebros de pupa es idéntica en protocolo a la de
discos imaginales salvo por la diseccién. Para diseccionar cerebros de pupa
hay que quitar la capa externa dejando al descubierto toda la cabeza. Una
vez eliminada la envoltura introducir en PBS 1X (125 mM NaCL, 16 mM
Na2HPO4, 8,4 mM NaH2PO4, pH 7,3), identificar y quitar la probdscide,
colocar una pipeta (p200) con punta transparente en el hueco que ha dejado
la probdscide y succionar. El material succionado se expulsa en PBS limpio,
de aqui se selecciona el cerebro y se fija con 4% paraformaldehido en PBS.
El resto del protocolo es idéntico al descrito para discos imaginales.

4.3 Inmunohistoquimica en cerebros de adulto

Para la diseccion de cerebros adultos hay que seleccionar individuos adultos
de entre 1-3 dias de edad. Los adultos seleccionados se colocan en etanol
durante 2-3 minutos y luego se pasan a PBS 1X (125 mM NaCL, 16 mM
Na2HPO4, 8,4 mM NaH2PO4, pH 7,3). A continuacién se separa la cabeza
del resto del cuerpo y se elimina la probdscide. A través del hueco de la
probdscide se introducen las pinzas y se va eliminando toda la cuticula de la
cabeza dejando uUnicamente el cerebro. Para evitar que el cerebro flote
durante la fijacion o alguno de los pasos posteriores es importante quitar
todas las traqueas y sacos aéreos que rodean el cerebro. Una vez el cerebro
esta limpio de estas estructuras se fija con PLP (2% de paraformaldehido, 75
mM de lisina, 37 mM tampon fosfato de sodio, pH 7,4) durante 1 hora a
temperatura ambiente, se lava dos veces durante 10 minutos con PBT (PBS

ateriales y métodos



ateriales y métodos

1X, 0,5% Triton X-100) una vez con BS (PBS 1X, 0,5% Tritéon X-100, 10%
BSA o NGS) durante 10 minutos y una vez mas durante 30-60 minutos para
bloquear. Después se incuba la muestra con el anticuerpo primario diluido en
BS durante toda la noche a 4°. Una vez se finalizada la incubacién se lava
con BS tres veces durante 10 minutos y una vez mas durante 30 minutos
para bloquear, después se incuba con el anticuerpo secundario diluido en BS
durante 3 horas a temperatura ambiente. Tras la incubacién con secundario
se realiza un lavado de 10 minutos con BS otro lavado de 10 minutos con
PBT y un ultimo lavado de 10 minutos con PBS. Los cerebros tefiidos se
montan uno por uno en portas independientes. En cada porta se coloca una
gota de antifade Vectashield (Vector Laboratories) donde se situa el cerebro.
Con ayuda de las pinzas se orienta en la misma posicién anatémica. Se
afiade plastilina en cada una de las esquinas del cubreobjetos y se aproxima
al porta hasta tocar levente el cerebro con cuidado de no modificar la
orientacion.

5. Técnicas de analisis de mosaicos genéticos

Los mosaicos genéticos se definen como individuos compuestos por células
con distintos genotipos. Son particularmente utiles para el estudio de
procesos del desarrollo y de los genes implicados en estos procesos. Durante
el desarrollo de esta tesis se han realizado mosaicos genéticos mediante dos
técnicas diferentes que se describen a continuacion.

5.1 Twin clones

Esta técnica permite el estudio de una mutacion letal en homocigosis mas
alla de su fase de letalidad (Garcia-Bellido et al., 1973) y esta basada en la
recombinacion mitotica inducida en células de un tejido heterocigoto. Uno de
los sistemas que se ha introducido en Drosophila para generar twin clones es
el sistema de recombinacion sito especifica de levadura FLP/FRT (Xu and
Rubin, 1993) en el que dos secuencias FRT son capaces de recombinar en
presencia de la enzima que cataliza esta recombinacion; la Flipasa (FLP). El
punto de partida de la técnica son individuos heterocigotos en los que en un
cromosoma la secuencia FRT esta seguida de un marcador (en este caso
GFP), mientras que en el cromosoma homodlogo la secuencia FRT esta
seguida de la mutacion de interés. La Flipasa, codificada genéticamente y
controlada mediante un promotor especifico (en este caso un promotor
inducible por calor), puede ser inducida para activar la recombinacion
mitética. Esta recombinacion dara lugar a dos células hermanas
genéticamente diferentes: una de tipo salvaje con dos copias de GFP y otro



homocigota para la mutacion sin GFP, embebidas en un tejido heterocigoto
para la mutacion y con una copia de GFP. Estas dos células al proliferar
daran lugar a clones hermanos (twin clones) genéticamente diferentes.

Los genotipos utilizados para los experimentos de Twin clones y las
condiciones en las que se realizaron los experimentos, estan especificados
en la tabla 6.

Genotipo Condiciones choque térmico

Ra SCA4Ob

ywhsFlp; FRT82BubiGFP/ FRT82B | 56 + 12 horas AEL; 37°C; 42 minutos

ywhsFlp; FRT82BubiGFP/ FRT82B | 56 + 12 horas AEL; 37°C; 42 minutos
Pnt*%®

Tabla 6. Genotipos utilizados para el analisis de Twin clones Se especifica el
momento en el que se ha inducido el choque térmico (AEL: numero de horas después
de la deposicion de huevos) la temperatura y la duracion.

5.2 Flip-out clones

Este sistema combina la técnica de recombinacion especifica FLP/FRT (ver
apartado anterior) y el sistema de expresion dirigida GAL4/UAS para limitar
la expresion de un transgene (que en ocasiones puede ser deletéreo si se
expresa en todo el organismo) a pequenas poblaciones celulares dentro de
un organismo mayoritariamente wt.

En este sistema, el promotor (en este caso el promotor ubicuo de la
actina) que dirige la expresion del Gal4 esta separado de dicho Gal4 por dos
secuencias FRT colocadas en cis dentro del mismo cromosoma. Al inducir la
expresion de la Flipasa (en este caso mediante choque térmico), las dos
secuencias FRT recombinan, eliminando el fragmento del cromosoma que
separaba el promotor del Gal4, de manera que el Gal4 puede expresarse en
pequefas poblaciones celulares. Si a esta construccion se le afiade un
transgen precedido por la secuencia UAS reconocible por el Gal4 y un
marcador también precedido por la secuencia UAS (en este caso GFP), la
pequefia poblacidon de células que expresa el Gal4, también expresara el
transgen y podra ser identificada por la expresion del marcador (GFP).

Los genotipos utilizados para los experimentos de Flip-out clones y las
condiciones en las que se realizaron los experimentos, estan especificados
en latabla 7.
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Genotipo Condiciones choque térmico
w,hsFlp; Act FRTy'FRT,Gal4::UAS- | 56 AEL * 12 horas; 37°C; 10 minutos
GFP / UAS-DER™

w,hsFlp; Act FRTy'FRT,Gal4::UAS- | 56 AEL * 12 horas; 37°C; 10 minutos
GFP / UAS-fos™

w,hsFlp; Act FRTy+FRT,GaI4::UAS- 56 AEL + 12 horas; 37°C; 10 minutos
GFP /UAS-Ras""

Tabla 7. Genotipos utilizados para el analisis de Flip-out clones. Se especifica el
momento en el que se ha inducido el choque térmico (AEL: namero de horas después
de la deposicion de huevos) la temperatura y la duracion.

6. Técnicas de analisis de fenotipos

6.1 Microscopia electronica de barrido

Para comparar la rugosidad de los ojos wt, sev®'" y w; sev®''sev-Gal4 /UAS-
PntP2-HA 10 moscas de cada genotipo fueron deshidratadas en etanol 25,
50, 70, 90, 95 y 100% (24 horas cada paso). A continuacion, para eliminar
los residuos acumulados en los ojos, las moscas fueron sometidas a
sonicacion durante 30 minutos en un bafio de ultrasonidos, seguido por un
cambio final de etanol al 100%. Finalmente se establecio el punto critico y se
recubrieron con oro para ser examinadas con el microscopio electrénico de
barrido Hitachi S-2300.

7. Técnicas de anadlisis del comportamiento

7.1 Llaberinto en forma de T: test de seleccion entre dos colores

El laberinto en forma de T se utiliza en biologia para hacer estudios de
comportamiento en el que los individuos de estudio son forzados a elegir
entre dos condiciones.

Durante el desarrollo de esta tesis hemos disefiado y construido un
laberinto en forma de T (figura 14) basandonos en las indicaciones descritas
por Reinke and Zipursky en 1988 y con la ayuda del servicio de mecénica de
los servicios cientifico-técnicos de la Universidad de Barcelona (SCT). Este
laberinto nos ha permitido analizar ciertas caracteristicas del comportamiento
de diferentes cepas de Drosophila mediante el test de preferencia espectral.
El protocolo que se ha seguido, teniendo en cuenta las caracteristicas de
nuestro aparato, se detalla a continuacion.




Figura 14. Laberinto en
forma de T. Fotografia
del laberinto en forma de
T, que consiste en: dos
fuentes de luz, un
ascensor por donde se
Elionts de Fuente de introducen las moscas,
Juz verde luz UV dos émbolos para el
S movimiento de las piezas
del interior y dos tubos
transparentes por donde
se distribuven las moscas.

Ascensor

Todos el sistema estda montado en una caja que no permite pasar la luz.
Cuando se hace el test se coloca ademas una tapa ya que el sistema se
puede manipular desde fuera a través de los émbolos (figura 14). El ascensor
es la pieza extraible por donde se introducen las moscas. Una vez las
moscas estan dentro, el ascensor se coloca en la caja y se conecta al émbolo
(como se ve en la figura 14). Cuando se empuja el émbolo, el ascensor
conecta con los tubos de poliestireno transparentes que estan iluminados en
los extremos por Leds de longitud de onda diferente; en un extremo 370 nm
(ultravioleta) y en el otro 525 nm (verde) (Optosource y Ledman
optoelectronica respectivamente). Las moscas pueden entonces elegir
libremente entre las dos condiciones durante 30 segundos. Una vez ha
pasado el tiempo de eleccién, la pieza maciza se empuja mediante el otro
embolo de manera que los tubos quedan tapados y las moscas atrapadas
dentro de los tubos. Finalmente se extraen los tubos y se recuenta el numero
de moscas que han elegico cada una de las condiciones. Despues del
recuento se calculd el indice de eleccion (Cl) entre el niumero de moscas que
eligieron el verde (Ng) y el numero de moscas que eligieron el ultravioleta
(Nyy), mediante la siguiente formula Cl = (Nyy - Ng) / (Nuvy + Ng). Las moscas
que quedan en el compartimento central fueron descartados. Cada genotipo
se testdé un minimo de tres veces en grupos de aproximadamente 30 moscas.
Las moscas seleccionadas para el test tenian entre 3 y 5 dias de edad y
antes de la pruebas se mantuvieron a oscuras durante 24 horas y luego
fueron pre-adaptadas a la luz blanca durante 1 hora. Las moscas Df(1)w se
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utilizaron como control de tipo salvaje y todos los genotipos de las
combinaciones heterocigoticas se mantuvieron en este mismo fondo.

8. Técnicas de analisis de imagenes

Las imagenes confocales fueron obtenidas con el microscopio confocal Leica
SPE, mientras que las imagenes de campo claro y epifluorescencia fueron
obtenidas con el microscopio Leica DMLB. Todas las imagenes han sido
procesadas con Imaged y el software Adobe Photoshop 7.0.



RESULTADOS






1. El transcriptoma de Senvenless

La diferenciacion de los fotorreceptores en el ojo compuesto de Drosophila
requiere de la activacion reiterada de la via de Ras1/MAPK downstream del
receptor tirosina quinasa (RTK) DER (Freeman, 1996). El fotorreceptor R7
activa la misma via mediante un RTK adicional: el receptor Sevenless (Sev)
(Fortini et al., 1992; Hafen et al., 1987; Simon et al., 1991). Ambos RTKs son
necesarios para la determinacion de este fotorreceptor, ya que se necesita un
nivel de activacion de la via de Ras1 significativamente mas alto que en el
resto de fotorreceptores para superar los mecanismos de represion que
controlan su determinacién. De no llegar a adquirir este nivel de activacion, el
R7 acabaria transformandose en una célula no neural: la célula cono
(Tomlinson and Ready, 1986).

La compleja red de regulacion que participa en la especificacion del
R7 ha sido ampliamente investigada. Sin embargo aun no conoce cual es el
programa transcripcional activado por la via de Ras1 en el fotorreceptor R7.
Conocer este programa fue nuestro primer objetivo y para ello utilizamos una
aproximacion basada en microarrays de expresion.

Disefio de microarrays

Como ya se ha explicado en la introduccion, Sev se expresa en un grupo de
células conocido como el grupo de equivalencia (Banerjee et al., 1987a;
Tomlinson et al., 1987), aunque solo es activo y necesario en el precursor del
R7 (Banerjee et al., 1987b; Basler et al., 1991). En consecuencia, el alelo de
pérdida de funcion sev® (Gerresheim, 1988) con potencial efecto sobre todo
el grupo de equivalencia, afecta Unicamente a la determinaciéon del R7
haciendo que éste se transforme a una célula cono (Tomlinson and Ready,
1986). De la misma forma, el alelo de ganancia de funcién sevS”, incrementa
la via de Ras1 en todo el grupo de equivalencia, pero solo las células cono,
que no tienen mecanismos para inhibir esta activacion, acaban
transformandose en R7s (Basler et al., 1991). Por lo tanto, la determinacion
del R7 puede manipularse variando los niveles de activacién de la via de
Ras1 a través del receptor Sev, sin afectar el destino del resto de
fotorreceptores.

Aprovechado la disponibilidad de los alelos sev™® y sev®"
realizado microarrays de dos colores con el objetivo de entender el programa
transcripcional activado por la via de Ras1 en el R7. En estos microarrays
hemos comparado por un lado, el perfil de expresion de discos imaginales de

hemos
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ojo de tipo salvaje (wt) con el de discos sev®’’ y por otro, el mismo perfil de
tipo salvaje con el de sev® (figura 15).

Figura 15. Representacion esquematica del disefio de los microarrag/s donde se
compara el perfil de expresion de disco imaginal de ojo de larvas sev " con wt y
sev'™” con wt.

Para incrementar la sensibilidad de la técnica y obtener asi un nimero mayor
de genes candidatos decidimos incorporar una tercera comparacion: el perfil
de expresion de sev®' versus sev®?. Estad comparaciéon no esta basada en
datos experimentales sino en la comparacion computacional de los datos
obtenidos en los microarrays. Para poder incluirla todos los microarrays se
normalizaron en conjunto. Los datos crudos y normalizados de los arrays
pueden consultarse en la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO)

(Edgar et al., 2002) [http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/geo/] con el nimero

de acceso GSE37793. El nimero de genes cuya expresién se modificd
significativamente tanto en las comparaciones experimentales como en la
comparacién computacional (1,5 fold change y p <0,05) se muestra en la
Tabla 8.

Numero total de genes upregulados y downregulados
seve'/wt sev?iwt || sev®"/sev®?

Genes | 141 45 35

Genes | 165 59 30

Tabla 8. Namero total de genes con cambios en la expresion. Niamero de genes
up-regulados (1) y down-regulados (|) en los microarrays sev®"" vs wt y sev? vs wt.
La tercera columna corresponde al numero de genes adicionales que se obtienen de
la comparaciéon computacional sev®"" vs sev®.



Analisis de Microarrays

Una vez obtuvimos los datos, se realizé un analisis basado en primero acotar
al maximo los genes dependientes de la via de Ras1 y descartar los posibles
efectos colaterales de la técnica, para después agrupar los genes en
categorias funcionales y asi entender el papel de Ras1 en la determinacion
del R7. El fin dltimo fue el de seleccionar un candidato para luego estudiar a
fondo su relacion con Ras1 y su funcién en el R7.

Los genes diana

Ras1 actua a través de la MAPK para activar la transcripcion de sus genes
diana (Wassarman et al., 1995). Ya que nuestro objetivo es el describir los
genes dependientes de la via de Ras1 en el R7, decidimos centrarnos en
aquellos genes cuyo cambio de expresidon en los microarrays fuera
consistente con la activacién transcripcional que realiza la MAPK y descartar
de esta manera los posibles efectos colaterales del experimento. Esta
poblacion se defini6 como genes diana y comprende los genes cuya
expresion incrementa en la comparacion sev®" vs wt o en seV®"" vs wt, y
aquellos cuya expresién disminuye en la comparacion sev® vs wt. El niumero
total de genes obtenidos utilizando este criterio fue de 233.

A continuacion analizamos los datos con el programa Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) (Jiao et al., 2012)
[http://david.abce.nciferf.gov] para estudiar las categorias Gene Ontology
(GO) enriquecidas en nuestro grupo de Genes diana (figura 16).

Genes Diana

ribonucleoproteinas

via de Notch

oxidoreductasa |} %sg

neurogenesis

union-Rna

transcripcion
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01 2 3 4 5 6 7 8 910
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Figura 16. Categorias Gene Ontology enriquecidas en los genes diana.
Categorias GO enriquecidas en el grupo de genes diana en comparacién con el
genoma completo de Drosophila (Pvaior <0,05 en todos los casos). El nimero de genes
en cada categoria se muestra dentro de las barras. La longitud de las barras indica la
significacion del grupo.
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Algunas de las categorias funcionales enriquecidas como via de Notch o
neurogenesis podrian considerarse esperables ya que se esta estudiando el
proceso de especificacion neural del R7, pero otras como ribonucleoproteinas
u oxidoreductasa resultan mas dificiles de explicar. Esto nos hizo pensar que
algun efecto colateral podria estar enmascarando los genes de respuesta
directa de Ras1 y por lo tanto decidimos acotar mas la lista de genes
candidatos.

Los genes diana con ETS

La MAPK controla el desarrollo neuronal a través de la fosforilacion de dos
factores de transcripcion de la familia ETS: Yan y PntP2 (Brunner et al., 1994;
O'Neill et al., 1994). Ambas proteinas son capaces de reconocer los sitios de
unién ETS, una secuencia consenso de ADN bien caracterizada y
conservada a lo largo de la evolucion (Oikawa and Yamada, 2003). Para
restringir la lista de genes diana a los posibles candidatos regulados
directamente por la via Ras1/MAPK, se realizé una busqueda computacional
de sitios de union ETS en los promotores (1000bp upstream del sitio de inicio
de transcripcion) e intrones de los genes diana. Para fortalecer las
predicciones se seleccionaron unicamente los ETS conservados, utilizando
para ello los genomas de 12 Drosophilidae (Clark et al., 2007). De esta forma
obtuvimos 38 genes diana con sitios de unién ETS ( Tabla 9).

Genes diana con ETS

RefSeq Simbolo sev™'"| sev™ Location ETSs Descripcion

NM_057278 Appl sev™ Wt intron 12y 5 Memaoria a largo plazo; organizacidn sindptica
NM_137147 CG10200 sev¥ i wt  upstream Desarrollo de células tricdgeno
NM_139587 CG14984 sev ™l wt intrdn 1 desconocido

NM_001104378 CG17838 sevSimt intrén 1 Unién a mRNA. Meurogénesis
NM_164615 Cg25C sev™"Isev® ypstream Colageno IV

NM_166631 CG30423 sevSiwt  upstream Proteina vacuolar

NM_168032  CG32267  s=v™iwt  upstream desconocido

NM_176245 CG33200 sevSiwt  upstream desconocido

NM_142803 CG5326 sev " Isev® intrén 1 Proteina de membrana

NM_140772 CG7341 sevSiwt  intrdn 1 desconocido

NM_001144604 CG7694 sev™ i wt intrén1y 2 Proteina zinc finger

NM_137903  CGOBI5 sev®fut  upstream fintrén1  Unidn a secuencias especificas de DNA
NM_001043081 chn sev® it upstream /intrdn- Unidn a DNA; desarrollo del ojo
NM_135014 Clect2? seviwt  upstream Lectina tipo C

NM_164879 cpraoF sev="I sev® ypstream Componente estructural de la cuticula
MNM_141758 fau sev™ it upstream /intrén 5 Respuesta a anoxia

NM_168293 Fhos sev™lwt  intrdn 1 Organizacién del citoesqueleto
NIM_079003 Glaz seviwt  upstream Respuesta celular al estrés oxidativo
MNM_079781 HLHmbeta sev®int upstrear Proteina helix-loop helix: Unidn al DMNA
NM_079780 HLHmgamma sev=""/ sev® ypstream Proteina helix-loop hélix: Unidn al DNA

La tabla 9 continda en la pagina siguiente



RefSeq Simbolo sev®''| sev® Location ETSs Descripcion

NM_079018 LamC sev™iwt intrén Poro nuclear

NM_001032229 Lala sev™"  sev™ upstream /intrén1  Organizacidn de las proyecciones celulares
NM_079786 m4 sev=*/wt upstream Proteina helix-loop helix ; Union al DNA
NM_079347 Mic2 sev® [ wt upstream Cadena ligera de la miosina 2
NM_001014522 Mp20 sev® [ wt upstream Unidn a calcio; unidn a actina

NN _001038960 Octp2R sevf sev® upstream Rodopsina-like

NM_078868  Oli sev ™/ wt upstream Unién a DNA

NM_078981 Otk sevdz,f wt  intron 2 Guia de axones; adhesion celular
NM_166055 phyl sev i/ wt intron 1 Proteina zinc finger; desarrollo de ojo
NM_135130 psd sev=*/wt upstream Organizacion de las microvellosidades
NM_073324 salr sev™/wt upstream /intrén 2 Desarrollo de drganos sensoriales
NM_001043153 siz sev*/wt upstream [intrén 1 Organizacidn del citoesqueleto de actina
NM_057382 slpl sev '/ wt upstream Unidn a polimerasa Il

MNM_057388 sog sev /wt intrén1l/intrén3  Viade torso

NM_139496 spz5 sev [ sev® upstream [ intron 1 Guia de axones

NM_079823 stg sev '/ wt upstream Inductor de fosfatasa del ciclo celular
NM_079716 sl sev**/wt upstream [intrénl Via de torso

NM_165010 vir-1 sevH / sev® upstream Respuesta defensiva ante virus

Tabla 9: Lista de genes diana con ETS. sev®"" / sev® indica el microarrays donde
se la expresion del gen se vio modificada. Descripcion: descripcidon general de los
rasgos mas caracteristicos, basada en la informacion resumen de FlyBase
[http://www.flybase.org].

A continuacion, analizamos de nuevo los datos con el programa DAVID (Jiao
et al.,, 2012) para estudiar las categorias Gene Ontology (GO) enriquecidas
en el grupo de genes diana con ETS (figura 17).

Al comparar el perfil de categorias enriquecidas de genes diana y
genes diana con ETS vimos que habia una progresion de una lista a otra en
la que desaparecian las categorias no esperables ribonucleoproteinas y
oxidoreductasa mientras que incrementaba la significacién de las categorias
esperables via de Notch y neurogénesis. Ademas, se observo el surgimiento
de nuevas categorias: proteinas del desarrollo y diferenciacion, que también
encajarian dentro del marco de la determinacién del R7.

El conjunto de estas observaciones nos hizo pensar que habiamos
conseguido captar una lista optima de genes candidatos con la que continuar
el analisis.
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Figura 17. Los genes diana con ETS. (A) Diagrama que muestra la interseccion
entre los genes diana (naranja) y los genes diana con ETS (verde). (B) Categorias
Gene Ontology (GO) El numero de genes en cada categoria se muestra dentro de las
barras. La longitud de las barras indica la significacion.Pyaior <0,05

El grupo de los neurogénicos

Como ya se ha explicado con anterioridad la via de Ras1 esta mediando la
decisién entre la determinacién neural y no neural del R7 (Basler et al., 1991,
Tomlinson and Ready, 1986) y curiosamente la categoria neurogénesis es la
mas enriquecida dentro del grupo de genes diana con ETS. En la Tabla 10 se
muestran todos los genes que pertenecen a la categoria neurogénesis.

REFSEQ_MRNA
NM_079786

NM_ 079781
NM_079780
NM 057278
NM_001032229
NM_078981

Tabla 10. Lista de genes de la categoria neurogénesis. Lista de los seis genes
anotados en la categoria funcional neurogénesis enriquecida en el grupo de genes

candidatos con ETS.

GENE NAME
E(spl) region transcript m4
E(spl) region transcript mbeta
E(spl) region transcript mgamma
beta amyloid protein precursor-like

lengitudinals lacking
off-track



Dentro del grupo neurogénesis encontramos los genes m4, mbeta y
mgamma que son miembros del complejo enhancer of split y podrian
representar una pieza del conocido didlogo entre Ras1 y Notch que forma
parte de la red de regulacién que determina el R7 (revisado en Doroquez and
Rebay, 2006). Por otro lado; longitudinal lacking (lola), off-track (otk) y B-beta
amyloid protein precursor-like (Appl), todos ellos genes involucrados en el
desarrollo neural, podria ser ejemplos de genes que controlan la
diferenciacion neural del R7.

Tanto lola como otk intervienen en procesos de guia de axones
(Cafferty et al., 2004; Giniger et al., 1994; Madden et al., 1999; Pulido et al.,
1992), mientras que Appl se ha descrito en multitud de procesos del
desarrollo neural como el transporte axonal (Gunawardena and Goldstein,
2001; Torroja et al., 1999a), el desarrollo neural (Li et al., 2004; Merdes et al.,
2004), la formacion de botones sinapticos (Ashley et al., 2005; Torroja et al.,
1999b), la respuesta a dafio cerebral (Leyssen et al., 2005) y la memoria a
largo plazo (Goguel et al., 2011) entre otros. Appl es el ortélogo del gen
humano amyloid precursor protein (APP); el precursor del péptido AR
involucrado en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (AD) (Hardy and
Selkoe, 2002; Rosen et al., 1989). Ademas, La expresion de APP se ha visto
estimulada por la via de Ras1 en varios estudios hechos con cultivos de
células de mamifero (Lahiri and Nall, 1995; Ohyagi and Tabira, 1993; Ruiz-
Leon and Pascual, 2001; Xu and Rubin, 1993), aunque existe cierta
controversia en las observaciones hechas in vivo (Forloni et al., 1993; Fukuta
etal., 1993).

Llegados a este punto, decidimos seleccionar el candidato Appl para
continuar el estudio, ya que nos ofrece la posibilidad, por un lado, de
profundizar en la relacién entre un miembro de la familia APP y Ras1, y por
otro, de adquirir herramientas que nos ayuden a entender el papel de Ras1
en el desarrollo del R7.
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2. La expresion de Appl en ojo

Una vez elegido el candidato el primer paso fue el de estudiar con detalle el
patrén de expresion en el tejido de estudio: el disco imaginal de ojo.

Expresion de Appl en disco imaginal de ojo

Mediante hibridacion in situ observamos que Appl se expresa en la zona de
determinacion de los fotorreceptores, después del surco morfogenético. Este
patron coincide con el indicado en estudios previos donde se muestra que
Appl se expresa en neuronas postmitoticas de varios tejidos incluyendo el
disco imaginal de ojo (figura 18; Luo et al., 1990; Torroja et al., 1996). La
traduccion de Appl da lugar a una proteina transmembrana que puede
someterse a escision proteolitica (Luo et al, 1990). Mediante
inmunohistoquimica observamos que los anticuerpos dirigidos contra el
ectodominio amino terminal muestran una distribuciéon punteada en la
membrana de todos los fotorreceptores justo después del surco
morfogenético, coincidiendo con el patron de expresion del mRNA (figura 18).

Figura 18. Expresion de
Appl en el disco imaginal
del ojo. Hibridacion in situ
de Appl (izquierda) y tincién
(derecha) de Appl (verde),
muestran expresion en la
zona de determinacion de
los fotorreceptores justo
detras del surco
morfogenético (chevron) vy
phalloidina (rojo).

La distribucion de Appl en fotorreceptores

Para observar con detalle la distribucion de Appl en los fotorreceptores
realizamos diferentes secciones opticas en discos de ojo tefidos con Appl
(figure 19). Mediante estas secciones pudimos comprobar que Appl no se
expresa en las células cono y que esta presente en la membrana de todos los



fotorreceptores. También advertimos ciertas diferencias en su distribucién ya
que los niveles en R7 y R8 parecen ser mayores que en el resto de
fotorreceptores (figura 19).

Figura 19. Distribucion de Appl en los fotorreceptores; seccion horizontal. Tres
secciones confocales, a diferente nivel, de omatidios tefiidos con anti-appl (verde). El
panel superior corresponde al nivel de cc (tefiidas con anti-Préspero, azul), el panel
del medio muestra niveles altos de Appl en la membrana del R7 (co-tefiidas con anti-
Préspero, azul) y niveles bajos en el resto de fotorreceptores (alrededor del R7); el
panel inferior muestra una seccion a través del R8 que también presenta altos niveles
de Appl (co-tefiidas con anti-senseless, rojo). Barra de escala: 10um.

El disco de ojo es un epitelio monocapa, sin embargo la migracién apical de
los nucleos de los fotorreceptores segun estdn siendo reclutados en el
omatidio, generan una pseudo-estratificacién del tejido (Wolff and Ready,
1993). Para descartar que las diferencias observadas en los niveles de Appl
fuera una consecuencia de comparar fotorreceptores que no estan al mismo
nivel, realizamos secciones opticas transversales de discos teiidos con Appl
(figura 20).
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Figura 20. Distribucion de Appl en los fotorreceptores; seccion transversal.
Dibujo de una seccion transversal de un disco imaginal del ojo que muestra la
organizacion apico-basal del epitelio (adaptado de Wolff and Ready, 1993). De
izquierda a derecha se representa el reclutamiento progresivo de los fotorreceptores
(R1-6 de color gris claro, R7 azul y R8 rojo) y las células conos (CC, gris oscuro). Los
amatidios mas posteriores (derecha) muestran una organizacion cada vez mas
madura (apical: conos, media: R1-R7, basal: R8).  La imagen confocal por debajo
del dibujo corresponde a una seccién éptica transen versal de un disco de ojo que
muestra niveles altos de Appl (verde) en la membrana del R7 (co-tefidas con anti-
Préspero, azul) y del R8 (co-tefiidas con anti-senseless, rojo). Anterior esta a la
izquierda. Barra de escala: 10uym

En estas secciones de nuevo se puede observar que tanto R7 como R8
tienen niveles mas altos de Appl que el resto de fotorreceptores. Esta seccion
ademas nos permite seguir la distribucidon de Appl en el tiempo, ya que en un
mismo plano confocal estan incluidos desde los omatidios mas inmaduros
que estan cerca del surco morfogenético, hasta los mas maduros en la parte
mas posterior del disco. De esta forma, advertimos que Appl aparece por
primera vez en el precursor posmitético del R8, seguido por R2/5, R3/4, R1/6
y finalmente el R7, siguiendo el orden en el que estan siendo reclutados. Las
diferencias en los niveles de Appl también parecen tener un patréon temporal
ya que son mas evidentes en la parte mas posterior del disco de ojo, donde
los omatidios son mas maduros, lo que sugiere que la expresiéon de Appl es
dindmica.



La distribucion de Appl en el ojo de pupa

Ya que parece que la expresion de Appl es dinamica, nos preguntamos cual
seria su patron en estados mas avanzados del desarrollo, y si las diferencias
de niveles entre fotorreceptores estarian entonces mantenidas. Por ello
realizamos tinciones de Appl en ojos de pupa de 30 horas (figura 21).

Figura 21. Distribucion de Appl en los fotorreceptores de pupa. Imagen confocal
de una seccion optica horizontal de un ojo de pupa a 30 horas del desarrollo tefido
con anti-Appl (verde). El contorno celular esta tefiido con Phalloidina (rojo) y los R8
cotefiidos con anti-senseless (azul).

Como se puede observar en la figura 21, Appl continua presente en todos los
fotorreceptores, sin embargo las diferencias entre R7, R8 y el resto de
fotorreceptores parecen haber desaparecido.

De estos resultado podemos extraer que los niveles de Appl en R7 y
R8 son altos en un momento concreto del desarrollo entre larva y pupa, lo
que quiza esté relacionado con el papel de Appl en el desarrollo de estos dos
fotorreceptores

Sevenless activa la expresion de Appl

Para confirmar que la expresion de Appl incrementa a causa de la activacion
de Sev, realizamos hibridaciones in situ de Appl en discos de ojo sev®’" y las
comparamos con las de discos de tipo salvaje. Como se muestra en la figura
22A, los discos de ojo sev®’" presentan mayor acumulacion de Appl que los
de tipo salvaje. También realizamos tinciones de Appl sobre discos sev®"
para observar a nivel celular cual era el efecto de la activacion de Sev. El
genotipo sev®"" se caracteriza por la aparicion de R7s extra como
consecuencia de la activacion constitutiva de Sev (Basler et al., 1991). Como
ocurre en los R7 de discos de tipo salvaje, los R7s extra que se forman en los
discos sev®"" también mostraron niveles altos de la proteina Appl (figura

22B).
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Figura 22. Sevenless activa la expresion de Appl. (A) Hibridacion in situ de Appl en
disco ojo de tipo salvaje y sev®"" confirma que la expresion de App/ es mayor en
discos de ojo sevS'. (B) Tincion de Appl en discos de ojo sev®"" revela que los R7
extra generados por la activacion constitutiva de Sev, presentan niveles altos de Appl
(co-tincidn anti-pros, azul; anti-Appl, verde). Anterior esta a la izquierda. Barras de
escala: 10 ym.

Estos resultados confirman que Sev activa la expresion de Appl, pero ¢ Como
de directa es esta regulacion? ;es Appl un target directo de la via o su
activacion es consecuencia de la diferenciacion neural?. La respuesta a estas
preguntas es el objetivo de las siguientes secciones.



3. La via de Ras1 en la regulacion de Appl

Los datos obtenidos hasta el momento nos proporcionan las primeras
evidencias de una relacién entre Sev y la expresion de Appl. Sev, como se ha
explicado con anterioridad, es un RTK que activa la cascada de las MAPK a
través de Ras1 en el fotorreceptor R7 (Simon et al., 1991). Para explorar con
detalle cual es el papel de la via de Ras1 en la regulacion de Appl, hemos
realizado un estudio basado en analisis clonal, utilizando para ello diversos
alelos que interfieren con dicha via.

Ras1 controla la expresion de Appl

Con el objetivo de bloquear la via de Ras1 en todos los fotorreceptores, y
observar cual era el efecto en la expresion de Appl, realizamos clones de
expresion de la construccién DER™: una forma dominante negativa que
impide la activacion del DER enddgeno (Freeman, 1996). Estos clones fueron
generados a través de la técnica flip-out, de manera que la expresién de
DER"" coincide con la expresion de la proteina fluorescente verde: GFP (ver
materiales y métodos) (Pignoni and Zipursky, 1997). Como muestra la figura
23B, estos clones tiene como resultado la pérdida completa de la expresion
de Appl. Lo que indica que DER es necesario para la expresion de Appl. Este
resultado también sugiere que la regulacion de Appl/ por la via de Ras, no
esta restringida al fotorreceptor R7 sino que podria extenderse a todos los
fotorreceptores. A continuacion, se analizaron clones de expresion de Ras""?,
una forma activa de Ras1 que produce sefializacion constitutiva (Scholz et
al., 1997). Se observé que Ras"’? era suficiente para activar la expresion de
Appl en la zona anterior al surco morfogenético, donde App/ no se expresa
normalmente (Figura 23C). Sin embargo, la correlacion entre Ras'’’ y la
expresion de Appl se vid limitada al area correspondiente al disco de ojo.
Esta observacién sugiere que el control de Ras1 sobre la expresion de Appl
necesita de un contexto en el que estan convergiendo unas vias de
sefalizacion determinadas.
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Figura 23. Ras1 regula la expresion de Appl. Hibridacién in situ de Appl en discos
de ojo con clones de tipo salvaje (A) expresando DER"" (B) o expresando Ras"’? (C).
Los clones estan marcados con GFP. Surco morfogenético: chevron. En todas las
imagenes anterior esta a la derecha. Barras de escala: 10uym

La via de Ras1 estd intimamente relacionada con la determinaciéon de los
fotorreceptores. Tanto es asi que la actividad ectopica de Ras1 que se
consigue con el alelo Ras""? es capaz de inducir la diferenciacion de
fotorreceptores ectopicos (Freeman, 1996), mientras que el bloqueo de la via
que se consigue mediante el alelo DER® evita la formacion de



fotorreceptores (Spencer et al., 1998). Esta relacion tan estrecha nos hizo
plantearnos la siguiente cuestiéon: ;Coémo de directo es el control de Ras1
sobre la expresion de Appl? i Es Appl realmente un target de la via de Ras1 o
Su expresion es consecuencia de la presencia/ausencia de fotorreceptores?.
Para distinguir entre estas dos posibilidades, hemos utilizado la
capacidad de determinacion del R8 en ausencia de sefalizacién de la via de
Ras1 (Yang and Baker, 2001). Con este propdsito hemos realizado twin-
clones del alelo Ras14°*®; alelo que a causa de una deleccion ha perdido Ia
pauta de lectura abierta (Hou et al., 1995). Cerca del surco morfogenético,
que precede a la determinacion de los fotorreceptores y donde los clones
tienen un tamafio mayor, se pudo detectar la presencia de R8s al examinar el
marcador especifico Senseless (Nolo et al., 2000). En estos R8s, como se
puede observar en la figura 24, se ha producido una reduccién severa de los
niveles de Appl. Este resultado sugiere que Ras1 controla la expresién de
Appl de manera independiente a la determinacion de los fotorreceptores.

o~
GFP | Appl / sens

Figura 24: Tween-clones de Ras®" | a técnica FLP/FRT se utilizo para generar
clones homocigotos de la mutacién RasC44% (marcados por la ausencia de GFP) en
tejido heterocigoto. Las células R8 marcadas con anticuerpo anti-senseless (cian) en
los clones adyacentes al surco morfogenético (chevron amarillo) muestran niveles
reducidos (punta de flecha) o ausencia (flecha) de Appl (rojo). Paneles inferiores:
detalle de la regién marcada por el recuadro blanco. En todas las imagenes, anterior
esta a la derecha. Barra de escala: 10 um.
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4. El factor de transcipcion PntP2 en el
control de la expresion de Appl

De los datos obtenidos podemos concluir que Appl/ es un target de la via
Ras1/MAPK, pero queda pendiente descifrar si es un target directo o
indirecto. El output transcripcional activado por la via candnica de
Ras1/MAPK envuelve, en la mayoria de casos, al factor de transcripcion Pnt
(Brunner et al., 1994; O'Neill et al., 1994). Los resultados que se muestran a
continuacion tienen como objetivo de estudio la relacion entre Pnty Appl.

Pnt media la regulacion de Appl

Para estudiar el papel de Pnt en el control de la expresién de Appl, decidimos
analizar la respuesta de Appl en ausencia de Pnt. Con este fin realizamos
twin clones del alelo de pérdida de funcion Pnt**® que contiene una pequefa
deleccién que afecta al extemo 3’ (figura 25; Scholz et al., 1993).

Figura 25: Twin clones de pnt"®. El pié de figura correspondiente se
encuentra en la pagina que esta a continuacion.




Como ocurria en los clones de pérdida de funciéon de Ras?, detectamos R8s
con niveles normales de expresion de Senseless pero con niveles muy
reducidos de Appl (Figura 25. comparar con Figura 24). Este resultado indica
que Pnt es, al menos, uno de los factores de transcripcion activado por la via
de Ras1, implicado en la regulacién de Appl. En los clones mas posteriores
que engloban en muchos casos una unica celula que corresponde a un RS,
los niveles de Appl son normales.

Appl es un target directo de Pnt

Durante el andlisis de microarrays realizamos una busqueda de ETS
conservados en los genes candidatos para seleccionar los posibles targets
directos de la via Ras/MAPK (ver la seccion analisis de microarrays del
apartado 1. El transcriptoma de sevenless). De manera que llegado este
punto, ya partiamos de la premisa de que Appl tiene ETSs conservados o
bien en el promotor, o bien en alguno de sus intrones. Un total de siete ETSs
distribuidos en tres intrones de Appl fueron identificados. Dos de ellos forman
parte de una region repetitiva clasificada como Long Terminal Repeat (LTR) y
por ello fueron descartados. La posicion de los cinco ETSs (ETS1-5)
restantes esta representada en la figura 26. En esta misma figura ademas se
puede observar la secuencia concreta de uno de estos ETSs.
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Figura 25: Twin-clones de pntAsa. La técnica FLP/FRT se utiliz6 para generar
clones homocigotos de la mutacion pntA88 (marcados por la ausencia de GFP) en
tejido heterocigoto. Las células R8 marcadas con anticuerpo anti-senseless (cian)
en los clones adyacentes al surco morfogenético (chevron amarillo) muestran
ausencia (flecha) de proteina Appl (rojo). Paneles inferiores: detalle de la region
marcada por el recuadro blanco. En todas las imagenes, anterior esta a la derecha.
Barra de escala: 10 ym.
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Para evaluar si Pnt es capaz de inducir la expresién de App/ mediante union
directa a los ETSs descritos en este trabajo, hemos realizado dos tipos de
aproximaciones diferentes: estudios reportero-lacZ e immunoprecipitaciones
de cromatina (ChlIP).

Ensayos de reportero lacZ

La conservacion de secuencia de regiones no codificantes es un indicador de
enhancers potenciales (Visel et al.,, 2007). Los ETSs descritos en la
secuencia de Appl, estan conservados en los ocho nucleétidos de longitud
que caracterizan la matriz ETS (Fisher et al., 1991; Nye et al., 1992; Woods
et al.,, 1992), pero ademas, estan incluidos en amplias regiones conservadas
(figura 26) que podrian estar actuando como enhancers. Una vez se han
identificado los posibles enhancers, éstos se pueden conectar a un gen
reportero por tal de ver si son capaces de regular la expresion génica in vivo
y cual es el patron de expresion al que dan lugar. Con este objetivo
produjimos enhacers-LacZ en mosca, de las regiones conservadas de App/
que contienen ETSs (aproximadamente 500 pb). Para evitar los efectos
secundarios de la insercion aleatoria generada en la transformacion mediante
elementos transponibles (Kaufman and Rio, 1992), se utiliz6 el sistema ®C31
(Bischof et al., 2007; Groth et al., 2004), que permite dirigir la inserciéon hacia
posiciones predeterminadas dentro del genoma. Dos de los putativos
enhancers que contienen el ETS1 y el ETS3 respectivamente fueron capaces
de dirigir la expresién del lacZ en el cerebro (figura 27 A). Lo que indica que
al menos en estos dos casos hemos seleccionado verdaderos enhancers.
Ademas, el patrén de la expresion a la que dan lugar coincide parcialmente
con el de la expresion de Appl en cerebro (figura 27 B y C).

Sin embargo ninguno de los putativos enhancers fue capaz de dirigir
la expresion de lacZ en disco imaginal de ojo (datos no mostrados). La forma
en la que se realizaron las construcciones podria a lo mejor explicar el porqué
de este resultado. Por un lado, el contexto genémico puede considerarse una
limitacion. Ya que los fragmentos se restringieron a 500 pb, es posible que
alguna secuencia adyacente necesaria para la activacion, no se haya incluido
en la construccién, y/o que la modificacion de la distancia del enhancer al
promotor este afectando a la interaccion entre ambos (Swanson et al., 2010).
Por otro lado, aunque enhancers y promotores basales con frecuencia son
compatibles, en ciertos casos, los enhancers pueden interaccionar con un
tipo concreto de promotor de forma especifica (Butler and Kadonaga, 2001;
Merli et al., 1996). En este caso se utilizd el promotor minimo Hsp70 (Wu et
al., 2001), en lugar del



ETS1-LacZ ETS3:LacZ

ETS1-LacZ

ETS3:-LacZ

Figura 27. Patron de expresion de los enhancers-lacZ. (A). Proyeccion en Z de
tinciones de cerebros de larva lll mostrando el patrén de expresion de Appl (izquierda)
tefidos con anti-Appl; del enhancer que contiene el ETS1 (centro) tefiido con anti-Bgal
y del enhancer que contiene el ETS3 (derecha) también tefido con anti-Bgal. (B y C)
Planos focales de co-tinciones de Appl (verde) y Bgal (azul), en l6bulo éptico y cerebro
central en moscas transgénicas del enhancer que contiene el ETS1 (B) y en el ganglio
ventral de moscas transgénicas del enhancer que contiene en el ETS3 (C). En todas
las imagenes Dorsal esta arriba y ventral abajo.
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propio promotor de App/ que hubiera podido favorecer la comunicacion con
los enhancers. Por ultimo, nuestras secuencias fueron clonadas en copia
Unica en lugar de recurrir a la repeticion en tdndem que sensibiliza la
respuesta de los enhancers y que se utiliza comunmente en estudios de
regiones reguladoras (Xu et al., 2000).

En consecuencia, se decidié favorecer la respuesta de los enhancer
a la via de Ras1 mediante clones de expresion constitutiva de Ras"’?. En este
nuevo contexto se observo que los enhancers de cerebro que contienen el
ETS1 y el ETS3 eran capaces de activar la expresion del lacZ en disco
imaginal de ala y de ojo respectivamente (figura 28). Este resultado revela la
capacidad de ambos enhancers de responder a Ras1. Aunque es probable
que esta respuesta se deba a la unién directa de Pnt a los ETS descritos en
cada una de las construcciones, falta confirmar la especificidad mutando el
los ETS de los enhancers.

A ETS1-LacZ

B ETS3lacZ

Figura 28. Ras activa la expresion de los reportero-LacZ. (A, B) clones de
expresion de Ras""? (marcados con con GFP) en larvas transgénicas que contiene el
enhancer con el ETS1 (A) y el ETS3 (B) activan la expresion de lacZ, (tefiido con anti-
B galactosidasa) en disco imaginal de ala (A) y en disco imaginal de ojo (B). Paneles
de la derecha: detalle de la region indicada por los recuadros blancos. Linea amarilla:
limite de los clones. Barras de escala: 10um.



Ya que con los experimentos de reporteros-lacZ no se consiguié mimetizar la
expresion de App/ en ojo como cabria esperar y falta por confirmar la
especificidad de la respuesta de los enhancers en los experimentos con
clones, decimos enfrentar la pregunta a través de otro tipo de aproximacién
expremental.

Ensayos de InmunoPrecipitaciones de Cromatina (ChIP)

La técnica de inmunoprecipitacion de cromatina (CHIP) se utiliza para
investigar posibles interacciones proteina-DNA. Su objetivo es determinar si
ciertas proteinas estan asociadas con ciertas regiones genémicas, en nuestro
caso, si el factor de transcripcion Pnt esta asociado con los ETS descritos en
Appl. Para llevar a cabo esta técnica, es vital disponer de anticuerpos
especificos que reconozcan la proteina de estudio, sin embargo, en nuestro
laboratorio no disponemos de anticuerpos que reconozcan la proteina Pnt. En
consecuencia, el primer paso fue el de construir una proteina Pnt reconocible,
es decir, una proteina Pnt con el epitopo de la hemaglutinina (HA).

Pnt codifica dos activadores transcripcionales: PntP1 y PntP2
(Klambt, 1993; Scholz et al., 1997). Mientras que el papel de PntP1 en el
desarrollo de ojo no esta bien establecido, se sabe que la MAPK fosforila y
activa PntP2 durante la especificacion de los fotorreceptores (Brunner et al.,
1994; O'Neill et al., 1994). Por este motivo utilizamos el cDNA de PntP2 para
la construccion de la proteina de fusion PntP2-HA. La secuencia génica del
epitopo HA, un tipo de hemaglutinina que se encuentra en la superficie del
virus influenza (Wiley and Skehel, 1987), se situd a 5’ de Pnt para no interferir
con el dominio ETS de uniéon a DNA que se encuentra hacia el final del cDNA
de Pnt (figura 29 B y C).

pnt-RC
A pnt-p1 L S ————— ,,,,,,A,_A,ﬂi‘ﬂ
pnt-p2 L i X N A ey 7,
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Figura 29. Construccién UAS-PntP2-HA. (A) RefSeq genes correspondientes al
locus Pnt. (B) Representacion grafica de la construccion UAS-PntP2-HA que se utilizo
para generar moscas transgénicas. De 5 a 3’: promotor inducible UAS, secuencia de
la hemaglutinina (HA), cDNA de la isoforma PntP2. (C) Proteina de fusion PntP2-HA.
De N-terminal a C-terminal: epitopo HA, PntP2 con los dominios descritos por
ScanProsite Pnty ETS.
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Finalmente toda la construccion se colocd downstream del promotor inducible
UAS vy se utilizo para obtener moscas transgénicas. En la figura 29 se puede
observar una representacion grafica de la construccion.

Antes de utilizar la construccion UAS-PntP2-HA para los
experimentos de ChIP, quisimos evaluar el efecto de su expresion en el
desarrollo de ojo y comprobar asi que estuviera funcionado correctamente.
PntP2 no es capaz de unirse al DNA a no ser que esté fosforilado por MAPK
(Brunner et al., 1994; O'Neill et al., 1994), por lo tanto decidimos incrementar
las posibilidades de esta fosforilacion dirigiendo la expresion de PntP2 en un
fondo en el que la via de Ras1 estuviera constitutivamente activa; un fondo
sev®"’. La activacion constitutiva de la via de Ras1 en ojo tiene como
resultado la transformacion de células cono a fotorreceptores R7 (Basler et
al., 1991). Esta transformacion lleva consigo una alteracién de la estricta
organizacion celular de los omatidios y como consecuencia, 0jos con aspecto
rugoso. La expresion de PntP2 en este contexto, deberia incrementar el
numero de células cono transformadas a R7 y por lo tanto incrementar
también la rugosidad. Tal y como se esperaba, la expresion de PntP2-HA en
el fondo sev®" resulta en ojos mucho mas rugosos que en el genotipo sev®’’
por si solo (figura 30), lo que demuestra la capacidad funcional de la
construccion.

sev-Gald,sev"’

UAS-RRtP2-HA Figura 30. Test funcional de UAS-PntP2-
HA. (A) Microscopia electronica de barrido
de un ojo wt, un 0jo rugoso sevS! y un ojo
extremadamente rugosos sev-
Gal4,sev°"/JUAS-PntP2-HA. (B) Expresion
del epitopo HA (verde) en disco imaginal de
ojo de larvas sev-Gal4,sevS”/UAS-PntP2-
HA.




Posteriormente, se llevaron a cabo los experimentos de ChIP utilizando
discos imaginales de ojo del genotipo previamente caracterizado sev-
Gal4,sev°"/UAS-PntP2-HA (figura 30) como fuente de cromatina y el
anticuerpo anti-HA para inmunoprecipitar el extracto. Como input del ensayo
se utilizo un 10% del extracto sin inmunoprecipitar y como control negativo
una muestra inmunoprecipitada sin anticuerpo, de manera que solo se
obtuviera DNA wunido a Pnt de manera inespecifica. El nivel de
enriquecimiento de las regiones correspondientes al ETS1 y al ETS2 se
analizé mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) y muestra que la region
ETS1 unida a PntP2 esta enriquecida respecto a la region ETS2 (figura 31).
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Figura 31. ChIP de discos imaginales de ojo. Ensayos de ChIP de discos sev-
Gal4,sev®" JUAS-PntP2-HA immunoprecipitados con el anticuerpo anti-HA (+). Como
control negativo, una alicuota se inmunoprecipité sin anticuerpo (-). Una parte de la
extraccidon de cromatina sin inmunoprecipitar se utilizé como input. (A) Regiones de ~
500 pb correspondientes al ETS1 y al ETS2 amplificadas por PCR. (B) Cuantificacion
de las bandas de PCR, normalizadas respecto al input y representadas como
porcentaje del input.

Durante la ejecucion del experimento de ChIP pudimos observar que otras
regiones de DNA que a priori no deberian unirse a PntP2 ya que no se
encontré en ellas secuencias ETS, presentaban cierto enriquecimiento en la
muestra (datos no mostrados). Esto nos llevo a pensar que el anticuerpo anti-
HA estaba introduciendo un backgraound que no estabamos teniendo en
cuenta. La introduccién exdgena del epitopo HA que se utiliza en el
experimento para reconocer PntP2, nos permiti6 observar cual era el
background del anticuerpo al realizar los experimentos de
inmunoprecipitacion en discos de ojo de tipo salvaje, ya que estos no
expresan dicho epitopo. El enriqguecimiento de las regiones ETS1 y ETS2 de
discos de ojo de tipo salvaje inmunoprecipitados con el anticuerpo anti-HA, se
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utilizé para normalizar los resultados obtenidos anteriormente, obteniendo
iguales resultados: regiéon ETS1 unida a PntP2 enriquecida respecto a la
region ETS2 (figura 32). En conjunto, estos resultados demuestran que Appl/
es un target directo de la via de Ras1, la cual controla la expresién de Appl a
través de la unién directa de PntP2 al ETS1.

Falta por analizar la capacidad de PntP2 de unirse a otros ETS, con
especial interés en el ETS3, el cual consideramos un buen candidato ya que
ha demostrado ser un enhancer de cerebro (figura 27) que responde a la
activacion de Ras1 (figura 28). Sin embargo al realizar PCRs de esta regién
obtuvimos un patrén de bandas inespecifico que imposibilité el analisis en los
experimentos de ChlPs (datos no mostrados).

METS1
METS2

Fold enrichement

3
- -

pnt-HA wt

Figura 32. Control del anticuerpo en los ensayos de ChIP. Extracciones de
cromatina de discos imaginales de ojo de tipo salvaje (wt) y discos del genotipo sev-
Gal4,sev®" JUAS-PntP2-HA (pnt-HA) se inmunoprecipitaron con anticuerpo anti-HA.
Como control negativo, una alicuota se inmunoprecipitd sin anticuerpo. Regiones de ~
500 pb correspondientes al ETS1 y al ETS2 fueron amplificados por PCR. En la figura
se muestra el enriquecimiento de las bandas de PCR respecto el control negativo, una

vez cuantificadas y normalizadas respecto la muestra de tipo salvaje.



5.El factor de transcripcion fos en la
regulacion de Appl

La via de Ras1 controla la determinacién de los fotorreceptores a través de al
menos otros dos factores de transcripcion: jun y fos (Bohmann et al., 1994;
Ciapponi et al., 2001; Peverali et al., 1996; Treier et al., 1995). Ambos son
miembros de la familia AP-1 y pueden cooperar formando complejos
heterodiméricos de union a DNA (Leppa and Bohmann, 1999; Peverali et al.,
1996; Sluss et al., 1996; Wisdom, 1999). Es importante también mencionar
que Treier y colaboradores en 1995 propusieron una labor conjunta de jun y
Pnt actuando sobre los mismos genes diana para promover la diferenciacion
neuronal durante el desarrollo de ojo. En conjunto, esta informacién hizo que
nos plantearamos la posibilidad de que, alguno de los dos o bien ambos
miembros de la familia AP-1, estuvieran regulando la expresion de App/ en
combinacion con Pnt.

Para investigar esta posibilidad, en primer lugar realizamos una
busqueda en el promotor y en los intrones de Appl/ de secuencias AP-1
conservadas usando los modelos predictivos de Jaspar (Portales-Casamar et
al., 2010) y Transfac (Matys et al., 2003) y la pista de conservacion del
Browser UCSC (Kuhn et al., 2007). A través de este sistema de prediccion in
silico encontramos tres secuencias AP-1 conservadas (figura 33).
Curiosamente dos de estas secuencia AP-1 (2 y 3) se encuentran muy
préximas a otras dos secuencias ETS (1 y 4 respectivamente) formando, a lo
mejor, parte del mismo enhancer.
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Figura 33. Los sitios AP-1 de Appl. Grafica de los sitios AP-1(1-3) y ETS (1-5) de
Appl'y comparacion VISTA de los genes Appl de D.melanogastery D.virilis.
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Este resultado apoya la posibilidad de que alguno o ambos miembros de la
familia AP1 se estén uniendo fisicamente a App/ para regular de alguna
forma su expresion. Sin embargo, al realizar clones Flip-out del alelo no
fosforilable fos®®, que actia como un dominante negativo de fos, no se
observé ningun efecto sobre la expresion de Appl (figura 34).

Figura 34. fos no regula la expresiéon de Appl. Inmunotincién de Appl (rojo) en
discos de ojo con clones expresando fos“?. Los clones estan marcados con GFP y
con una linea blanca en el panel central. En todas las imagenes anterior estd a la
izquierda. Surco morfogenético: chevron. Barras de escala: 10um

Falta por analizar el efecto de jun sobre la expresion de Appl, pero parece
que al menos fos no tiene ningun papel en este proceso. Podria ser que la
activacion de Appl via Ras1 este mediada de forma especifica a través de
Pnt.



6. La via de Ras1 en la regulacion de Appb
de Danio rerio

Appl es el ortdlogo del gen APP de humanos que como se ha explicado en la
introduccioén es el precursor del péptido AB cuya acumulacion correlaciona en
muchos casos con el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (Hardy and
Selkoe, 2002; Rosen et al., 1989). Ciertas mutaciones en la secuencia
genomica de APP que favorecen la produccion del péptido AR parecen ser la
causa de algunos casos de Alzheimer familiar enfermedad (Koo et al., 1990;
Palmert et al., 1988). También la expresion incrementada de APP parece
estar involucrada en casos hereditarios y podria ser la base de la aparicion
temprana de Alzheimer en pacientes con sindrome de Down (Querfurth et al.,
1995). Por lo tanto, conocer cuales son las vias que controlan la transcripcion
de APP podria tener implicaciones biomédicas, lo que nos hizo plantearnos la
siguiente pregunta:  Esta conservada la regulacion de Appl via Ras1 en otros
organismos?.

En varios estudios con cultivos de células de mamifero se ha
observado que la expresion de APP esta estimulada por la via de Ras1
(Lahiri and Nall, 1995; Ohyagi and Tabira, 1993; Ruiz-Leon and Pascual,
2001; Xu and Rubin, 1993), sin embargo, existe cierta controversia en las
observaciones hechas in vivo, (Forloni et al., 1993; Mobley et al., 1988) que
por otro lado han sido escasas. Por ello, decidimos incrementar la
informacion existe sobre el campo, introduciendo un nuevo estudio in vivo
sobre la regulacién de Appb en el vertebrado Danio rerio.

La via de Ras activa la expresion del gen Appb de D.rerio

Se ha demostrado que debido a una duplicacion del genoma, el pez cebra
comparado con mamiferos, tiene a menudo genes duplicados. Este es el
caso del gen APP de mamifero, que en pez cebra tiene dos ortélogos: Appa y
Appb (Musa et al., 2001). Durante las primeras 24 horas del desarrollo ambos
paralogos tienen una expresion generalizada en el tejido nervioso (figura 36A,
Musa et al., 2001), que ya presenta diferencias. Estas diferencias en el patron
de expresién se hacen mas evidentes en estadios avanzados. En base a la
expresion tardia de Appb, similar a la de humano y a la de Drosophila, ya que
esta restringida a sistema nervioso y vasculatura (Figura 35 B y C; Lee and

esultados



esultados

Cole, 2007), decidimos escoger este paralogo para investigar el efecto de la
via de Ras1 sobre su expresion.

y wild-type

’ & =:b B c
R aWe

hb

Figura 35. Expresion de Appb. Hibridacion in situ de Appb en embriones de 24 (A) y
de 60 horas (B y C) de desarrollo. (A) flat mount en la que se puede observar la
expresion temprana de Appb en sistema nervioso (fb:forebrain, mb:midbrain,
hb:hidbrain). Whole mount (B) y seccion tranversal (C) que muestran la elevada
expresion de Appb en el cerebro (punta de flecha) y en la retina (flecha).

Para manipular la via de Ras en embriones de pez cebra hemos utilizado la
linea transgénica Tg(hsp70:ca-fgfr1) (Eswarakumar et al., 2005; Kouhara et
al., 1997; Marques et al., 2008). La construccion ca-fgfr1 codifica una forma
constitutivamente activa del Fibroblast Growth Factor Receptor1 (fgfr1) de
Xenopus que bajo el control del promotor hsp70 puede inducirse por choque
térmico. Al compara hibridaciones in situ de Appb en embriones de 24 horas
sin choque térmico y embriones de 24 horas que a las 13 horas después de
la fertilizacion del huevo se les habia aplicado una hora de choque térmico,
se puede observar que hay un incremento generalizado de la expresiéon de
Appb ligado a la activacion de fgfr1 (figura 36).

Este resultado apoya la hipotesis de que la regulacién de la via de
Ras1 sobre la transcripcion de App/ esta conservada en la familia génica
APP. Sin embargo aun quedan varias cuestiones pendientes. Una de las mas
acuciantes radica en la diferenciacién neuronal promovida por la via de Ras.
Ya que la expresion de los distintos miembros de la familia APP esta en parte
asociada a este tipo celular, es dificil distinguir si el incremento de la
expresion que se observa al activar la via de Ras, es un efecto directo o una
consecuencia de la diferenciacion neuronal. Con Drosophila hemos podido
resolver el problema, con pez cebra es una cuestion pendiente.
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Figura 36. Expresion de Appb en
embriones hsp70:ca-fgfrl. In
situ de Appb en embriones de 24
horas  sin choque  térmico
(derecha) y con una hora de
choque térmico (izquierda)
muestra un incremento de la
expresion de Appb en cerebro
posterior y ganglios sensoriales.
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7.La funcion de Appl en el fotorreceptor
R7

Los experimentos realizados hasta el momento sitian a App/ downstream de
la via de Ras1 aparentemente en todos los fotorreceptores. Sin embargo,
este vinculo parece particularmente sélido en el R7, donde la actividad de la
via y la expresion del target estan ambas incrementadas en comparacién con
el resto de fotorreceptores. Esta observacion hizo que nos plantearamos cual
podria ser la funcién de Appl en el fotorreceptor R7.

Appl estd implicado en el desarrollo del R7

Los fotorreceptores del ojo de Drosophila, pueden dividirse en tres subtipos
segun su contenido de opsinas. Los fotorreceptores externos (R1-R6)
expresan la opsina Rh1 que es sensible a un amplio espectro de longitudes
de onda, maxima en el rango del verde (Feiler et al., 1988; O'Tousa et al,,
1985; Zuker et al., 1985), los fotorreceptores interiores R7 y R8 tienen
patrones mas complejos de expresion de opsinas: el fotorreceptor R7
expresa las opsinas sensibles a la luz ultravioleta Rh3 o Rh4 (Fryxell and
Meyerowitz, 1987; Montell et al., 1987; Zuker et al., 1987), mientras que el R8
expresa la opsina Rh5 sensible a la luz azul o la Rh6 sensible a la luz verde
(Chou et al., 1996; Chou et al., 1999; Huber et al., 1997; Papatsenko et al.,
1997). El unico fotorreceptor sensible a la luz ultravioleta es por tanto el
fotorreceptor R7.

La ausencia de R7s en moscas con alelos de pérdida de funcién de
sev, no afecta al fototropismo positivo que se observa en ensayos de
comportamiento donde las moscas tienen que elegir entre luz y oscuridad
(Fischbach, 1979). Sin embargo, en ensayos de preferencia espectral, las
mocas mutantes sev, prefieren la luz visible a intensidades en las que las
moscas de tipo salvaje tienen una fuerte preferencia por la luz ultravioleta
(figura 23; Gerresheim, 1981; Harris et al., 1976). La eleccién entre luz
ultravioleta y luz visible representa un robusto ensayo funcional que ha sido
utilizado en diferentes screenings genéticos para la identificacion de genes
esenciales del desarrollo del R7 (Choe and Clandinin, 2005). Nosotros,
hemos utilizado este mismo ensayo con moscas Appld que a causa de una
deleccién de la regidon del cromosoma X que corresponde al locus de Appl
han pérdida por completo la expresion de la proteina (Luo et al., 1992). Para



ello construimos un laberinto en forma de T con fuentes de luz ultravioleta y
luz visible en los extremos (ver material y métodos para mas detalle) y
dejamos que las moscas eligieran entre estas dos condiciones durante 30
segundos. Como se puede ver en la figura 37, las moscas Appl’ muestran
una preferencia reducida por el ultravioleta en comparacién con el caso
control.
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Figura 37: Appl esta implicado en la deteccién de la luz ultravioleta. Ensayos de
preferencia espectral basada en la discriminacion entre la luz verde y ultravioleta. El
numero de moscas que elige la luz ultravioleta (Nuy) y que elige la luz verde (Ng) se
cuenta y se utiliza para calcular el indice de eleccion ([Nuv - Ng] / [Nuv + Ng]). Las
moscas Df(1)w que se utilizaron como control tienden a moverse hacia la luz
ultravioleta, mientras que las moscas sevdz, que carecen de R7s, se mueven hacia la
luz verde. Las mocas Appld tienden a moverse hacia el ultravioleta pero en menor
medida que las moscas control.

La mutacién Appld se generd por la translocacion de una duplicacion
que contiene todos los genes distales de Appl (y1m64), al brazo derecho de un
cromosoma X con deleccion terminal hasta el locus de Appl (Df(1) RT").
Esta construccion ademas de la deleccion de la region central de Appl genera
una mutacion en el gen scute (sc) (Luo et al., 1992; L.Torroja comunicacion
personal). Sc es un gen proneural que codifica un factor de transcripcion
helix-loop-helix que se requiere para la formacion de érganos sensoriales
externos como las macroquetas o los pelos sensoriales, pero no el desarrollo
del ojo, donde el gen proneural implicado es afonal (Jarman et al., 1994), y
solo si se expresa sc ectdopicamente puede inducir la formacién de omatidios
(Sun et al., 2000). Sin embargo, sc si se expresa en la médula (Egger et al.,
2007) y aunque su funcién no es esencial, se cree que podria tener un papel
redundante junto con lethal of scute en la regulacion temporal de la formacion
de neuroblastos de la médula (Yasugi et al., 2008). Para descartar que el
efecto observado en moscas Appld fuera debido a la mutacion sc en vez de a
la de Appl, utilizamos la construccion y+m52Y, una translocacion del locus de
Appl al cromosoma Y, que permite rescatar la expresion de Appl/ en machos
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Appl (Luo et al., 1992) y realizamos de nuevo los experimentos de
preferencia espectral (Figura 38).
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Figura 38. Appl rescata el fenotipo Appld. Ensayos de preferencia espectral. El
indice de eleccion se calculé como se indica en la figura 37. En la figura se observa
que las moscas Appld/ y+m52Y son capaces de rescatar el comportamiento nomal de
preferencia por la luz ultravioleta que tienen las moscas control. Para este
experimento solo se utilizaron machos. Es importante mencionar que en este
experimento todos los genotipos estan en fondo UAS Appl/ ya que forman parte de
una serie de experimentos de rescate condicional que estan en preparacion.

Este resultado indica que Appl y no sc esta implicado de algun modo en el
desarrollo del fotorreceptor R7 ya que su funcién ultima: la discriminacion de
la luz ultravioleta, esta afectada en mutantes de App/ pero en machos Appld/
y'm®*Y. Sin embargo no aporta informacion sobre el nivel al que esta
actuando Appl, ya que defectos en la determinacion, la sintesis y estabilidad
de las opsinas, la formacion y guia de axones, la elecciéon de compariero
sindptico, la formacion de la sinapsis o la neurotransmisién, entre otros,
pueden dar lugar a resultado similares en ensayos de preferencia espectral.

Appl esta implicado en la guia axonal del R7

Ya que la via de Ras1 estd implicada en la determinacion de los
fotorreceptores y los resultados de esta tesis sittan a App/ downstream de
Ras1, decidimos explorar el papel de Appl en el proceso de determinacion.
Los ojos de las moscas Appld, tienen una apariencia externa normal (datos no
mostrados), sin la caracteristica rugosidad que tienen los defectos en la
determinacion, de lo que inferimos que Appl no esta involucrado en este
proceso.

Defectos en la guia de los axones, que resultan en neuronas que no
llegan al lugar correcto donde realizan la sinapsis, podrian facilmente explicar
los resultados observados en el ensayo de preferencia espectral, por ello
decidimos explorar esta posibilidad. Las neuronas fotorreceptoras forman



sinapsis en distintos ganglios del I6bulo 6ptico, los fotorreceptores externos
en la lamina y los fotorreceptores internos en la médula. La médula esta
organizada en columnas verticales y capas horizontales. Los R8 y R7 de un
mismo omatidio proyectan sus axones en la misma columna pero en
diferentes capas de la medula, M3 y M6 respectivamente (Figura 39A; Ting
and Lee, 2007). La localizacién del axén del R7 en la médula se evalué en
moscas Appld, observando un 2% de R7s con targetin incorrecto a diferencia
de moscas de tipo salvaje que siempre desarrollan la conexiéon adecuada
(figura 39B).
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Figura 39. Appl esta implicado en la guia del axén del R7. (A) Representacion
esquematica de las proyecciones de las células fotorreceptoras de la retina adulta en
la ldmina (La, R1-R6) y la médula (m, R8/R7) del Iébulo 6ptico. Se muestran también
los ganglios 6pticos mas centrales (lobula [Lo] y la placa lobula [Lp]). (B) Tincion de
los axones de los fotorreceptores R7 y R8 visualizados con anti-chaoptin en moscas
de tipo salvaje (wt) y Appld. Los R7 con errores con localizaciéon incorrecta se
muestran coloreados en verde. Barras de escala: 10 ym.

El fondo mutante de Neurotactina acentia los fenotipos de
Appl.

Siendo conscientes de la debilidad de los fenotipos, nos preguntamos si otras
proteinas con una funcion similar podria estar compensando la pérdida de
funcion de Appl. Esta posibilidad nos llevd a explorar el fenotipo Appld en
diferentes fondos heterocigotos de genes con participacion descrita en el
proceso de guia de axones. Con este objetivo se utilizaron los alelos fra®
(Kolodziej et al., 1996), fas=® (Snow et al., 1989), CadN™" (Iwai et al., 1997)
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y Nrt' (Speicher et al., 1998) de los respectivos genes frazzled (fra) (Bashaw
and Goodman, 1999; Gong et al., 1999), Fasciclina 3 (Fas3) (Rose and
Chiba, 1999), Cadherina-N (CadN) (Ting et al., 2005) y Neurotactina (Nrt)
(Hortsch et al., 1990) solos y en combinacién con Appl’ en ensayos de
preferencia espectral (figura 40).
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Figura 40: El fondo Nrt' acentta el fenotipo Appld en ensayos de preferencia
espectral. Para calcular el indice de eleccion ([Nuv - Ng] / [Nuv + Ng]) se realizé el
recuento del nimero de moscas que eligié la luz ultravioleta (Nuv)ay la luz verde (Ng) .
Barra blanca: Appld. Barras grises: Appld en combinacién con fra®, fast?°, CadN™"° y
Nrt'. Barras negras: fra® fast®, CadN™"° y Nrt' por si solos. La barras lila y verde
representan el indice de eleccion del control Df(1)w'y de sev® respectivamente.

En estos ensayos se observo que el fondo Nrt' acentuaba de forma muy
clara el fenotipo de Appld. En el resto de combinaciones sin embargo, el
resultado podria atribuirse en gran parte a un efecto aditivo. Estos datos,
sugieren una interaccién genética entre Appl y Nrt previamente sefialada por
(Merdes et al., 2004). Nrt es una molécula de adhesién celular (CAM) que
trabaja en concierto junto con otras CAMs durante el proceso de guia de
axones (Speicher et al., 1998). Se sospecha que tiene algun papel en el
proceso de guia de axones de los fotorreceptores (Ruan et al., 2002) aunque
nunca se ha estudiado en profundidad. En base a esta informacion y junto
con los resultados obtenidos, parece probable que el fenotipo de Appld enen
la guia del axén del R7 esté también acentuado en el fondo Nrt'. Para
comprobar esta posibilidad, se evalué la localizacion del axén del R7 en
médulas de moscas Appf’;Nrt’/+. Al analizar los resultados se observé que



teniendo el mismo genotipo, habia distintos fenotipos con diferencias en la
severidad.

Los fenotipos (en una muestra con n=14) se dividieron en tres categorias:

- fenotipo leve: con un 3% de R7 deslocalizados, que se asemeja al de
los mutantes Appld, en el 56% de los cerebros contados.

- fenotipo Intermedio: con 12,5% de R7 deslocalizados, que supone
una acentuacion del fenotipo Appld, en el 30% de los cerebros
contados

- fenotipo severo: con los axones completamente desorganizados, en
un 14% de los cerebros contados

En la figura 41 se muestra un ejemplo de cada categoria.
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Figura 41. El fondo Nrt' acentda el fenotipo Appld en la guia del axén del R7.
Tincién de los axones de los fotorreceptores R7 y R8 visualizados con anti-chaoptin
en moscas Appld;Nn‘1/+, clasificados en tres categorias segun la severidad del
fenotipo. Los R7 con loacalizacién incorrecta se muestran coloreados en verde. Barra
de escala: 10 ym.

De nuevo estos datos sugieren una interaccion genética entre Appl 'y Nrt pero
sobretodo refuerzan el papel de Appl en el guia del axén del R7 que podria
ser la causa de los defectos observados en la deteccién de la luz ultravioleta.
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Uno de los grandes retos de la biologia del desarrollo ha sido y es entender
coémo se integran las distintas vias de sefalizacion para que una célula active
un destino celular especifico. El desarrollo del ojo de Drosophila se ha
utilizado durante afos para descifrar el entramado de vias de sefalizacion
involucradas en el proceso y se ha alcanzando un gran nivel de conocimiento
sobre las causas por las cuales una célula desencadena una determinada
respuesta de diferenciacién neural. El siguiente reto que queda por afrontar
es el de descifrar en qué consiste esta respuesta.

1. El transcriptoma de sevenless

Las caracteristicas de expresion y activacion del receptor Sevenless durante
el desarrollo del R7 nos ofrecen la oportunidad de manipular un destino
celular sin alterar el resto de procesos del desarrollo. Sev ha sido un
elemento clave en el desarrollo de esta tesis ya que la cuestion de partida
que la ha motivado ha sido precisamente conocer cuales son las
caracteristicas del fotorreceptor R7 que le hacen diferente al resto de
fotorreceptores. Para responder esta pregunta hemos realizado un analisis de
micrarrays que nos ha proporcianado una lista de genes cuya expresion se
modifica en respuesta a alteraciones en sev. De todos los candidatos, nos
hemos centrado en aquellos que al tener ETS conservados podrian
responder de forma directa via Ras1/MAPK/PntP2.

Antes de comentar los resultados referentes a los genes diana con
ETS me gustaria mencionar el caso particular de tres genes que
identificamos como genes diana: sev, Pnt y phyl, ya que los tres son
miembros clave de la via Ras1, aunque solo phyl tiene ETS conservados.
Varias publicaciones muestran que la isoforma P1 de Pnt y phyl estan
activadas transcripcionalmente por la via de Ras1 (Chang et al.,, 1995;
Dickson et al., 1995; Gabay et al., 1996). Esta observacion pone de
manifiesto una de las limitaciones del analisis realizado, ya que al considerar
Unicamente los ETS conservados estamos perdiendo aquellos ETS que
pudiendo ser funcionales no estan conservados. Las caracteristicas de la
matriz ETS hacen que sea relativamente facil encontrar dianas en el genoma
por azar, por ello decidimos aceptar el compromiso de perder candidatos en
favor de solidez y fiabilidad. De todas formas, aunque la conservacion de
secuencia de regiones no codificantes es un indicador de enhancers
potenciales (Visel et al., 2007), no hay que olvidar que son predicciones y hay
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que validarlas. Por otro lado, sev aparece como un gen diana de su propio
transcriptoma, sugiriendo un interesante feedback loop positivo que no se
habia propuesto hasta la fecha.

Respecto a los genes diana con ETS, la combinacion de los
resultados obtenidos de los microarrays con la busqueda in silico de
secuencias ETS nos ha permitido cuestionarnos no solo cuales son los genes
caracteristicos del R7, si no cuales de estos genes son dependientes de
forma directa de la via Ras1. Esta estrategia nos ha proporcionado una lista
de genes enriquecida en categorias funcionales como: via de Notch,
neurogénesis, transcripcion, proteinas del desarrollo y diferenciacion. En
conjunto estas categorias incluyen genes que estarian implicados en
determinacion y en diferenciacion del R7.

Determinacion: Dialogo con la via Notch

La determinacion del fotorreceptor R7 depende de la capacidad del precursor
de alcanzar niveles altos de Ras1. El aporte de Sev es por tanto crucial ya
que al converger junto con DER en la misma cascada de sefalizacion
posibilita que se alcance el umbral de activacién de Ras1 capaz de generar
una respuesta. Este umbral caracteristico se mantiene, al menos en parte,
por la via Notch que activa en el R7 la transcripcién de Yan (Rohrbaugh et
al., 2002), el antagonista de Pnt. Por otro lado la via Notch facilita la
determinacion del fotorreceptor activando la transcripcion de genes
caracteristicos de este destino celular, incluyendo el propio sev (Cooper and
Bray, 2000; Tomlinson et al., 2011). En conjunto estas dos funciones ponen
de manifiesto que la via Notch tiene un papel dual en el proceso y sirven
como ejemplo de la intrincada interaccion entre las vias Notch y Ras1.
Procedentes del andlisis de microarrays, encontramos tres genes
diana con ETS que son miembros de la familia enhacer of split (E(spl)-C),
una familia génica activada transcripcionalmente por la via Notch (Jennings
et al., 1994). Dos de ellos mB y my son factores de trascripcion del tipo helix-
loop-helix (bHLH), los principales efectores de la via Notch, mientras que m4
forma parte de la familia Bearded (Brd) (Wurmbach et al., 1999). Las
proteinas Bearded del locus E(spl) junto con las del locus Brd-C tienen un
papel redundante en el establecimiento de un feedback negativo en la via
Notch, al antagonizar la activaciéon del ligando Delta en la determinacion de
los 6rganos sensoriales de Drosophila (Chanet et al., 2009; Lai et al., 2000).
Por lo tanto la regulacion a nivel transcripcional de estos tres genes E(Spl)
por la via Ras1, podria significar un punto de encuentro entre las vias Ras1 y



Notch, que a través de mB y my promoveria la via Notch, mientras que a
través de m4 la inhibiria.

La combinatoria entre las vias Ras1 y Notch en el control de la
determinacion del R7 sugiere que los genes diana podrian tener promotores
0 enhancers con elementos de unidn a factores de transcripcion de ambas
vias. Este tipo de regulacion ya se ha demostrado en el desarrollo de las
células cono (Doroquez and Rebay, 2006). Seria interesante analizar la
presencia de motivos de unién de Su(H) en los promotores e intrones de los
38 genes diana con ETS. Un analisis preliminar de los promotores de estos
genes con el programa CBS (http://compfly.bio.ub.es; Blanco et al., en
revision), muestra que el motivo Su(H) estd enriquecido en este grupo en
comparacioén con el genoma completo de Drosophila (p-valor 1-10'16). Aunque
requiere de un analisis profundo que incluya intrones y validaciones, el
resultado es al menos sugerente, y esboza un nuevo punto de encuentro
dentro del complejo dialogo entre estas dos vias.

Diferenciacion: procesos de guia de axones

Longitudinal lacking (lola), off-track (otk) y Appl son tres genes diana con ETS
agrupados dentro de la categoria neurogénesis que hemos encontrado
enriquecida en el analisis de microarrays. Tanto /ola como otk son genes que
se sabe estan involucrados en el proceso de guia de axones (Cafferty et al.,
2004; Giniger et al., 1994; Madden et al., 1999; Pulido et al., 1992). El factor
de transcripcién lola actua en varios procesos de guia de axones en el
desarrollo del sistema nervioso (Goeke et al., 2003; Seeger et al., 1993) y en
la proyeccion de las neuronas olfativas en el adulto (Spletter et al., 2007).
Recientemente se han identificado varios genes implicados en la formacion
de axones y el desarrollo del ojo que son dependientes de lola (Gates et al.,
2011). Ademas, se ha descrito que /ola se expresa en disco imaginal de ojo e
interviene en la determinacion del R7, promoviendo este destino celular
(Zheng and Carthew, 2008).

Asimismo, se sabe que Otk se expresa en todos los fotorreceptores e
interviene en la guia de axones de R1 y R6 (Cafferty et al., 2004) y también
durante el desarrollo del sistema nervioso en embriones (Winberg et al.,
2001). Por otro lado, los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta
tesis sugieren que Appl esta involucrado en la guia del axén R7. Por lo tanto
tres genes involucrados en la guia de axones y en diferenciacion neuronal,
podrian estar regulados de forma directa por la via Ras1.
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2. El gen Appl: Regulacion de la expresion

A partir de los datos obtenidos del analisis de microarrays se seleccioné el
gen Appl para realizar un analisis profundo de la relacion con la via Ras1 y de
su funcion en el R7.

La via de Ras y la expresién de la familia APP

La relacion de la via Ras con la expresion de APP se ha planteado en
diferentes estudios, sin embargo es todavia controvertida. Varios ligandos de
receptores tirosina quinasa, tales como Nerve Groth factor (NGF) en cultivos
de células de PC12 de rata (Cosgaya et al., 1996; Villa et al., 2001), y Brain
Derived Neurotrofic Factor (BDNF) y acido retinoico (AR), en cultivos de
células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y), estimulan la expresién de
APP (Ruiz-Leon and Pascual, 2001; Ruiz-Leon and Pascual, 2004). Sin
embargo, las células PC12 activan la diferenciacion neuronal cuando se
tratan con NGF (Greene, 1978) mientras que la diferenciacién a neurona se
puede activar en células SH-SY5Y al suplementar el medio con acido
retinoico (que activa la expresion del receptor tirosina quinasa-B (TRK-B)) y
BDNF (que activa TRK-B) (Encinas et al., 2000; Kaplan et al., 1993). Por
separado, BDNF y AR no pueden activar la diferenciacion completa, aunque
si un fenotipo intermedio. De manera similar, BDNF y AR por si solos, no
pueden activar la transcripcion de APP, pero si BDNF con TrkB, o AR con
BDNF ((Ruiz-Leon and Pascual, 2003). APP se expresa en sistema nervioso
en condiciones normales, lo que plantea la cuestién de si la activacion de la
expresion de APP que se observa en estos experimentos es un efecto directo
de la via Ras, o una consecuencia de la diferenciacién neural.

En nuestro trabajo, la expresion de Appl se observé incrementada en
los microarrays en los que se comparaba discos de ojo sev®"" con discos wt y
se confirmd mediante hibridacion in situ de discos de ojo del mismo genotipo.
El incremento de la expresion de Appl en estos experimentos, de manera
similar a lo que ocurre con los experimentos con células de mamiferos, esta
ligado a la diferenciacion neural, ya que el alelo sev®"" provoca
transformacion de las células cono (no neurales) a fotorreceptor R7 y por lo
tanto tiene como resultado discos de ojo con mayor numero de neuronas.
También los experimentos en los que la inhibicion de la activacién de DER
provoca pérdida de la expresion de Appl y la activacion constitutiva de Ras1
genera expresion ectopica de Appl, estan ligados a la diferenciacion neural,



ya que DER"" impide la diferenciacion de todos los fotorreceptores y Ras"’?
causa determinacion de fotorreceptores ectopicos.

Preocupados por saber si la relacion era directa o una consecuencia
de la diferenciacion neuronal, resolvimos estudiar el fotorreceptor R8 vy
aprovechar que la determinacion de este fotorreceptor es independiente de la
via Ras1. De esta manera pudimos ver que R8s determinados en ausencia
de Ras1 o de Pnt tenian niveles reducidos o casi inapreciables de Appl. La
demostraciéon definitiva de que Appl/ es un target directo surgié de los
experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina en los que se detecté que
PntP2 se unia al ETS1 de Appl.

En conjunto estos resultados obtenidos en Drosophila demuestran un
mecanismo conservado por el que la via Ras1 estimula la produccion de
Appl. Sin embargo otros estudios realizados in vivo introducen cierta
controversia ya que NGF incrementa los niveles de mRNA de APP en
cerebros de hamster pero no en cerebros de rata (Forloni et al., 1993; Mobley
etal., 1988; Neve et al., 1996). En este trabajo introducimos un nuevo estudio
realizado in vivo en el que se observa que la expresion del gen Appb de pez
cebra se induce por activacion del receptor fgfr1 apoyando la hipétesis de la
conservacion.

Otros factores involucrados en la regulacion de Appl

La induccion de App/ mediada por Ras1 en nuestros experimentos siempre
ha estado circunscrita al ojo. Por ejemplo, en el experimento de clones Ras'"?
se puede observar que la activacion de Ras1 genera expresion ectopica de
Appl, pero sélo en las zonas proximas al surco morfogenético del disco de ojo
y en ningun otro tejido. Este resultado manifiesta que se requiere de un
contexto especifico para la activacion de Appl via Ras1, y por tanto, muy
probablemente de la colaboracién de otros factores de transcripcion.

En la busqueda de otros factores de transcripcién que pudieran estar
involucrados en la regulacion de Appl, analizamos fos el cual se sabe que
responde a la activacién de Ras1 en ojo y en otros contextos (Peverali et al.,
1996). Sin embargo, no se observo ningun efecto sobre la expresion de Appl.
Fos y jun dimerizan para actuar como factores de transcripcién (Leppa and
Bohmann, 1999; Peverali et al., 1996; Sluss et al., 1996; Wisdom, 1999) y
quiza sea necesario trabajar con ambas proteinas a la vez para poder
observar un efecto sobre Appl.

Como hemos comentado con anterioridad la combinatoria entre las
vias Ras1 y Notch en el control de la determinaciéon del R7 sugiere que los
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genes diana podrian tener promotores 0 enhancers con elementos de unién a
factores de transcripcion de ambas vias. Aprovechando la disponibilidad del
alelo sevN*, que dirige la expresiéon de Notch constitutivamente activo en
todas las células del grupo de equivalencia hemos realizado un experimento
preliminar para evaluar el posible efecto de Notch sobre la expresion de Appl.
La activacion ectdpica de la via Notch en los precursores R1/R6 hace que
éstos se determinen como R7 (Cooper and Bray, 2000; Tomlinson and Struhl,
2001) y como se observa en la figura 42 las células trasformadas a R7 tienen
altos niveles de expresion de Appl. Este resultado aunque preliminar parece
indicar que Notch también activa la expresion de App/ aunque se desconoce
si directa o indirectamente. Esta cuestion es particularmente importante ya
que recientemente se ha descrito que Notch activa la expresion de sev
(Tomlinson et al., 2011).

Figura 42. Notch activa la expresion de Appl. Tinciéon de Appl en discos de ojo
sevNotch®™ revela que los R7 extra generados por la activacion constitutiva de Noftch,
presentan niveles altos de Appl (co-tincion anti-pros, azul; anti-Appl, verde). El
contorno celular esta marcado con phalloidina en Rojo. Anterior esta a la izquierda.



3. El gen Appl: El contexto gendmico

El gen Appl se encuentra en el extremo del cromosoma X entre dos genes
relacionados con el desarrollo del sistema nervioso: embryonic lethal
abnormal visién (elav) y ventral nervous system defective (vnd) (Martin-Morris
and White, 1990; Rosen et al., 1989). Como Appl, elav se expresa
exclusivamente en neuronas, desde el inicio de la diferenciacion neuronal
(Robinow and White, 1991) mientras que, vnd tiene un patron de expresion
complejo que es suma de dos isoformas con expresion no solapante
(Stepchenko et al.,, 2011). La isoforma 2A se expresa desde estadios
tempranos del desarrollo embrionario en los precursores de las neuronas, los
neuroblastos a los que dan lugar y algunas de las células de la progenie de
estos neuroblastos. Durante este estadio, se sabe que actia como un gen
proneural esencial para el desarrollo del sistema nervioso central (SNC)
(Jimenez et al., 1995; Mellerick and Nirenberg, 1995). Mas tarde se detecta
en neuroblastos del ganglio ventral larvario y en la ldamina del adulto
(Stepchenko et al., 2011). La isoforma 2B por el contrario se expresa en
neuronas en diferenciacion incluyendo los fotorreceptores (Stepchenko et al.,
2011). La proximidad en el genoma y la similitud en los patrones de expresion
entre Appl e elav plantea la posibilidad de una regulacion conjunta a través
de elementos reguladores compartidos, mientras que esa misma proximidad
junto con los patrones de expresion tan diferentes entre Appl y el gén de
desarrollo vnd sugiere la existencia de algun elemento que los separe.

El rango de accién de un determinado grupo de enhancers se cree
que esta definido por elementos insulator a los que se une la proteina CTCF
(Ohlsson et al., 2010). Aunque la funcién de CTCF no puede inferirse de su
localizacion sobre el genoma, se sabe que algunos de los lugares a los que
se une actuan como barreras, confinando la accién de los elementos
reguladores a los genes que quedan dentro de los limites. Negre y
colaboradores en 2011 hicieron publicos los lugares de unién de CTCF en
Drosophila que habian detectado mediante la técnica chip-on-chip (Negre et
al., 2011). Utilizando estos datos se puede ver que, al contrario de lo que se
esperaria, los elementos que regulan Appl e elav podrian estar separados por
CTCEF (Figura 43). Los elementos reguladores de Appl y vnd también podrian
estar separados por CTCF pero curiosamente la unién de CTCF que
separaria estos dos modulos de expresion se produce dentro del primer
intrén de Appl (Figura 43) sugiriendo que los enhancers situados dentro de la
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region genémica de Appl pero entre el insulator y vnd estarian regulando la
expresion de vnd y no la de Appl.

Los genes clave del desarrollo como vnd con frecuencia muestran
una regulacién excepcionalmente compleja modulada por numeroso
elementos reguladores que a menudo se extienden a los genes vecinos
(Maeso et al., 2012; Nelson et al., 2004). Utilizando el programa Ancora
(Engstrom et al., 2008), se puede observar que vnd se encuentra en una
region con alta densidad de regiones conservadas que se extiende dentro de
la regidon gendmica de Appl! incluyendo parte del primer intrén (figura 43),
enfatizando por tanto la importancia de las secuencias intrénicas de App/
sobre la regulacién de vnd.

En los experimentos de enhancer lacZ, se observé que el enhancer
que contenia el ETS3 dirigia la expresioén del lacZ en células que por tamafio
y localizacién podrian asociarse a neuroblastos de la parte ventral del
cerebro larvario y algunas neuronas en la parte dorsal (figura 27C). Appl solo
colocaliza con la expresiéon de este enhancer en algunas células de la parte
dorsal y nunca con los putativos neuroblastos (figura 27C) coincidiendo con
la expresidon exclusiva de neuronas posmitéticas previamente descrita para
Appl (Martin-Morris and White, 1990; Torroja et al., 1996). Sin embargo vnd si
se expresa en neuroblastos ventrales del ganglio ventral larvario y en algunas
de las células progenitoras de estos neuroblastos (Stepchenko et al., 2011).
Como se observa en la figura 43 la unién de CTCF al primer intron de Appl,
separara el ETS3 de Appl y lo agrupa junto con vnd sugirendo de nuevo que
ciertas regiones intronicas de Appl podria estar acumulando secuencias
reguladoras que actuan sobre el gen del desarrollo vnd y no sobre Appl. El
enhancer que engloba el ETS1 sin embargo colocaliza con Appl (Figura 27B)
y coincide parcialmente con el patrén de expresion de Appl descrito en
cerebro larvario (Torroja et al., 1996), reforzando la tesis de que la unién de
PntP2 al ETS1 (figura 31) actua activando la expresion de Appl.
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4. La proteina Appl: la funcién en R7

El trabajo realizado define App/ como un gen downstream de la via Ras1 con
una estrecha relacion con el R7 donde tanto la activacién de la via como la
expresion de Appl estan incrementadas respecto al resto de fotorreceptores.
De esta relacion se desprende una cuestion fundamental: ¢ Cual es la funcion
de Appl en el R7?.

Guia de axones

Los estudios previos sobre la funcion de Appl y de otros miembros de la
familia APP aportan evidencias solidas de un papel en sistema nervioso,
adulto y en desarrollo, en diferentes procesos que pueden agruparse en tres
clases: 1. Supervivencia y muerte celular, 2. Sinaptogénesis y transporte
axonal y 3. Adhesion celular y crecimiento de neuritas. En este trabajo hemos
observado que en mutantes Appld la percepciéon de la luz ultravioleta esta
afectada, y que este mal funcionamiento es debido, al menos en parte, por
una localizacion inadecuada de axones de R7, sugiriendo que Appl esta
involucrado en procesos de guia de axones. Este resultado se englobaria por
tanto, dentro de la tercera categoria de funciones descritas, junto con el
trabajo de Leyssen y colaboradores que en 2005 mostraron como Appl, a
través de interaccion con la quinasa Abl, puede inducir arborizacion axonal
después de trauma cerebral en individuos adultos de Drosophila. Otro trabajo
con una direccion similar es el realizado en el laboratorio del Dr. Bassem
Hassan por la doctoranda Alessia Soldano (en revisién). En este trabajo los
autores muestran que Appl actia como un factor orientador de axones en
mushroom bodies (MB; los centros de aprendizaje y memoria de Drosophila)
para asegura que la ramificacion de las neuronas sea la correcta. También
en MB el papel de Appl esta mediado por la quinasa Abl a la que se une
fisicamente (comunicacion personal). Una vez alli Abl fosforila y activa la
proteina de polaridad celular Dishevelled (Dsh) (comunicacion personal;
Singh et al., 2010), que interviene en la reorganizacion del citoesqueleto a
través de las GTPasas Rho y Rac (Fanto et al., 2000). En conjunto ambos
trabajos contribuye a la construccion de un escenario en el que el papel de
Appl en el proceso de guia de axones es cada vez mas sdlido y parece estar
mediado por la quinasa Abl.



Nuestro trabajo aporta una nueva evidencia sobre el papel de Appl en la guia
de axones y sugiere que en este proceso, Appl interacciona con la proteina
de adhesién Nrt. Nrt es un miembro de la familia Cholinesterase-like adhesion
molecule (CLAM) que forma uniones heterofilicas (Barthalay et al., 1990; de
la Escalera et al.,, 1990) y que se distingue de las colinesterasas por la
ausencia de algunos residuos de la region catalitica impidiendo la funcién
enziméatica pero que guarda gran homologia con el dominio colinesterasa. La
enzima acetilcolinesterasa (AChE), que comparte homologia de dominio
colinesterasas con Nrt (Scholl and Scheiffele, 2003), colocaliza de forma
sorprendente con APP en cultivos de célula humanas. Ademas APP y AChE
estan involucradas en procesos de migracion celular y cierre de herida, y se
ha sugerido que ambas proteinas podrian interaccionar como parte del
mismo complejo (Anderson et al., 2008), aunque la unién fisica no esta
resuelta. En Drosophila Nrt se expresa inicialmente en embriogénesis
temprana durante la celularizacion y posteriormente se restringe al sistema
nervioso central y periférico .Nrt también se expresa en los disco imaginales,
y dentro del disco imaginal de ojo en los fotorreceptores (de la Escalera et al.,
1990; Hortsch et al., 1990). Mutaciones tanto en su ligando Amalgam (Ama)
(Fremion et al., 2000) como en la propia Nrt actian modificando el fenotipo
de la quinasa Abl en procesos de guia de axones, sugiriendo que la adhesién
celular dirigida por la unién Ama-Nrt podria jugar un papel en la activacién de
la quinasa Abl durante la guia de axones (Liebl et al., 2003). En base a esta
informacion, la interaccion genética observada entre Appl y Nrt podria
explicarse por la formacion de un complejo o de complejos diferentes que
finalmente convergen a través de Abl. Pero tampoco hay que olvidar que la
interaccion Appl-Nrt ya habia sido propuesta en el desarrollo de los érganos
mecano-sensoriales, y que en este contexto parece ser independiente de Abl
(Merdes et al., 2004).

Por otro lado, en los experimentos con fondo heterocigoto Nrt', el
fenotipo de Appld es mas acusado tanto en los experimentos de eleccién
espectral como en los de guia de axones, pero no son igual de penetrantes.
La percepcién de la luz ultravioleta y por ende la funcién del R7 parece estar
mas afectada que la guia de axones. Por ello no podemos descartar que
ambas proteinas estén involucradas en otros procesos de la vida neural
como el transporte axonal o la sinaptogénesis, funciones previamente
descritas de Appl (Ashley et al., 2005; Gunawardena and Goldstein, 2001;
Torroja et al., 1999a; Torroja et al., 1999b).

Finalmente, también es importante mencionar que nuestro trabajo se
ha centrado en el estudio del desarrollo del fotorreceptor R7 y los fenotipos
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que se muestran estan relacionados con este fotorreceptor, sin embargo no
podemos descartar que Appl esté involucrado en procesos similares en el
resto de fotorreceptores, donde también se expresa, especialmente en el R8
donde la expresion de Appl, como en el R7, es mayor que en el resto de
fotorreceptores y donde la organizaciéon axonal también se ve afectada en los
fenotipos severos de las moscas Appl*/Nrt'/+.



5. Modelo integrador

Producto de las observaciones realizadas en esta Tesis se propone un
modelo integrador que reune los inputs de las distintas vias de sefalizacion
de R7 y que resulta en un output de expresion de Appl (figura 44). Este
modelo integra también los resultados referentas a la interaccion de Appl con
Nrt y propone un nexo entre Appl y la reorganizacién del citoesqueleto que
tiene lugar durante la guia axonal.
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=
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D

Figura 44. Modelo integrador. La via de Ras1 a través de PntP2 induce la expresién
de Appl en los fotorreceptores en desarrollo y especialmente en el R7 dado que la
activacion de la via es mayor en este tipo celular. Appl formaria un complejo proteico
con Nrt en la membrana del R7 y promoveria la activacion de la quinasa Abl que a su
vez activaria la proteina Dsh por fosforilacién. Dsh fosforilado activaria la GTPasa Rac
para regular la organacién del citoesqueleto y por ende la guia axonal.
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6. Drosophila como modelo de
enfermedades neurodegenerativas: la
enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es la causa mas comun de demencia
relacionada con el envejecimiento. Es una enfermedad progresiva y mortal
caracterizada por la pérdida de memoria y las funciones cognitivas. Uno de
los rasgos principales de la enfermedad de Alzheimer es la formacion de
placas amiloides cuyo componente principal es el péptido af procedente del
procesamiento de APP. Aunque es todavia un debate abierto si la
acumulacion de placas son la causa de la enfermedad de Alzheimer o un
simple marcador de la progresion de la enfermedad, la mayoria de los
modelos sugieren que la acumulacion de ap juega un papel central (Tanzi
and Bertram, 2005). Ya que las muestras clinicas solo pueden analizarse
post mértem, el desarrollo de modelos animales que mimeticen la progresion
de la enfermedad es esencial para distinguir entre factores causativos y
consecutivos. Mientras que los modelos vertebrados pueden proporcionar
una relacion evolutiva mas cercana, los modelos invertebrados todavia
pueden proporcionar informacién utii acerca de la progresién de la
enfermedad y la funcién de los genes implicados.

Durante la ultima década, Drosophila ha surgido como modelo para
el estudio de enfermedades neurodegenerativas incluyendo la enfermedad
de Alzheimer. El corto tiempo de desarrollo unido a una esperanza de vida
también corta, la hacen especialmente util para estudios de trastornos
relacionados con la edad. Ademas, aproximadamente el 70% de los genes
causantes de enfermedades humanas estan conservados en Drosophila
(http://superfly.ucsd.edu/homophila/) incluyendo varios genes relacionados
con la enfermedad de Alzheimer como APP (Appl), presinilinas (psn) y tau
(tau) (Reiter et al., 2001). El desarrollo técnico y el avance en el conocimiento
del modelo son armas también poderosas que permiten evaluar el efecto de
mutaciones a nivel celular o de tejido, generar transgénicos, expresar genes
de forma controlada en el espacio y en el tiempo y analizar comportamientos
como la locomocién, el aprendizaje y la memoria.

A pesar de existir el homdlogo en Drosophila de APP, algunos
elementos criticos para el desarrollo de la enfermedad, como la secuencia AB
no parecen estar conservados en Appl/ (Coulson et al., 2000), por ello la
mayoria de grupos que han modelado la enfermedad de Alzheimer en



Drosophila lo han hecho a través de la expresiébn de construcciones
transgénicas de APP consiguiendo fenotipos similares a los de la enfermedad
de Alzheimer tales como depdsitos AR, neurodegeneracion relacionada con
la edad, y una dramética reduccion de la esperanza de vida. Estos fenotipos
en Drosophila son de gran utilidad para entender el avance y el
establecimiento de la enfermedad, pero también como base de screenings
genéticos (van de Hoef et al., 2009) y farmacoldgicos (Micchelli et al., 2003).

Por otro lado, existe una corriente que propone que la pérdida de la
funcion normal de APP podria ser parte de la patologia de la enfermedad de
Alzheimer, particularmente durante los primeros estadios de la enfermedad,
caracterizada por pérdida de memoria (Neve et al., 2000). Por ello los
trabajos que tienen como objetivo el estudio de la funcién endégena de APP
o de sus homodlogos, como Appl en Drosophila, podria aportar nuevos
conocimientos con importantes implicaciones en nuestra comprension de
algunos aspectos de la enfermedad de Alzheimer. Sobre este campo,
Drosophila ha demostrado tener un gran potencial con trabajos que describen
la funcion de Appl en procesos como el trasporte axonal, la formacién de
botones sinapticos o la memoria a largo plazo entre otros (Ashley et al., 2005;
Goguel et al., 2011; Gunawardena and Goldstein, 2001; Torroja et al., 1999a;
Torroja et al., 1999b). Ademas el trabajo realizado por Leyssen y
colaboradores junto con el realizado en esta tesis y el casi simultaneo de
Soldano y colaboradores comienzan a dibujar un papel cada vez mas solido
de Appl en la guia de axones (Soldano et al., comunicacion personal;
Leyssen et al., 2005).

También la expresion de APP, como se ha explicado en varios
momentos a lo largo de este manuscrito, parece estar implicada en el
desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, el campo de la
regulacion transcripcional en la enfermedad de Alzheimer es el menos
explorado en Drosophila. En este trabajo, aportamos las primeras evidencias
de que Appl esta regulado por la via Ras1 in vivo.
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El transcriptoma de seveneless esta enriquecido en las categorias
funcionales: via de Notch, neurogénesis, transcripcion, proteinas del
desarrollo y diferenciacion que encojunto explican el papel de
sevenless en la determinacion y la diferenciacion del fotorreceptor R7

Appl es un gen diana de sevenless que contiene secuencias
conservadas de unioén a la familia de factores de transcripcion ETS

Appl se expresa en todos los fotorreceptores pero su expresion es
diferencial siendo mayor en los fotorreceptores R7 y R8 que en el
resto de fotorreceptores. Esta expresiéon elevada en R7 correlaciona
con los altos niveles de activacion de la via Ras1 caracteristicos de
este tipo celular.

La via de Ras1 regula la expresion de Appl de forma directa a través
de la union de PntP2 al ETS1 y no como consecuencia de la
presencia/ausencia de fotorreceptores. Dicha regulacion esta
circunscrita al dominio del ojo, revelando la necesidad de un contexto
especifico

La expresiéon del gen Appb del vertebrado Danio rerio, ortélogo del
gen Appl de Drosophila'y de APP en humanos, se activa a través del
receptor tirosina quinasa fgfr1 sugiriendo que la activacién de los
genes de la familia APP via RTK/Ras estd conservada
evolutivamente.

Appl tiene un papel relevante en el desarrollo del fotorreceptor R7 ya
que la percepciéon de la luz ultravioleta, detectada especificamente
por este fotorreceptor, esta afectada en mutantes Appld

Appl esta involucrado en la guia axonal del fotorreceptor R7 en
colaboracion con la proteina de adhesién Neurotactina, con la que
podria estar formando un complejo.
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