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orsai, un nuevo regulador del metabolismo

en Drosophila melanogaster

orsai (osi), un gen hasta ahora no caracterizado de Drosophila melanogaster, codifica
una pequefia proteina con un solo dominio reconocible, el LYR. Las proteinas que poseen
un dominio LYR se caracterizan por ser parte estructural de los complejos mitocondriales
o reguladores del funcionamiento de dichas organelas. En humanos, el mal
funcionamiento de estas proteinas provoca serios problemas metabélicos con
consecuencias que van desde retraso en el crecimiento e incapacidad de procesar lipidos
hasta la muerte prematura.
Esta tesis esta enfocada en caracterizar la funcién de orsai, cuyo mutante posee menor
tamafio que un individuo control, sufre arresto en el desarrollo y muerte en etapas
tempranas del desarrollo larval. La disfuncién de orsai provoca defectos estructurales
mitocondriales y metabdlicos diversos, que culminan en células incapaces de crecer
apropiadamente. OSI posee una localizacién nuclear en la mayor parte de los tejidos
analizados, y su disfuncion no afecta el ensamblado de los complejos mitocondriales, por
lo que proponemos gue la funcién de orsai esta asociada a la regulacién del
funcionamiento de la cadena respiratoria. A través de experimentos de complementacion
génica, se ha logrado rescatar parte de los fenotipos provocados por la falta de orsai tanto
a nivel celular como del organismo mediante la sobreexpresion de la proteina humana
ETFRF1 (LYR5m).
Proponemos asi que la deficiencia de orsai en Drosophila melanogaster seria un buen
modelo de estudio para las enfermedades asociadas a la desregulacion de proteinas LYR

en humanos.
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orsai, a new regulator of basal metabolism

in Drosophila melanogaster

orsai (osi), an uncharacterized gene of Drosophila melanogaster, encodes a small
protein with a LYR domain. Proteins carrying this domain are often a structural part of the
mitochondrial complexes (particularly, Complex I) or regulators of mitochondrial function.
In humans, mutations in these proteins are associated to severe metabolic defects,
ranging from impaired growth and inability to process lipids to death at an early age.
osi’s mutants, on the other hand, are smaller than controls; its development is arrested at
first instar larva and die at that stage. osi downregulation generates mitochondrial
fragmentation and metabolic stress, all of which prevents cells growth, eventually causing
organismal death. OSl is located in the nucleus and its downregulation does not prevent
the ensemble of mitochondrial complexes, supporting the possibility that OSI is a nuclear
regulator of mitochondrial function. Through experiments of genetic complementation, we
rescued some of the phenotypes associated to osi dysfunction, both at a cellular level and
an organismal level, through overexpression of human protein ETFRF1 (LYR5).
As a result, we propose that osi mutant described herein may be a useful model to study

metabolic diseases triggered by defective LYR protein function in humans.
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Introduccion

“Larva quiere decir mascara, pero también fantasma”

Julio Cortazar
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Manejo de Drosophila melanogaster

Nomenclatura genética de Drosophila melanogaster

D. melanogaster posee 4 cromosomas, tres autosomas y un par de cromosomas
sexual. El par 4 normalmente es ignorado por ser pequefio y contener pocos genes.
La forma de escribir los genotipos de D. melanogaster se encuentra estandarizada. Cada
cromosoma se separa con punto y coma “;” enumerando los pares cromosomicos del 1 al
4. Los cromosomas homologos se separan con una barra “/”. Si el genotipo para un
cromosoma corresponde a lo esperado en una mosca silvestre se indica con un “+”. Si
algun cromosoma presenta solo alelos salvajes, se suele ignorar esos cromosomas. A

continuacién, se transcribe un ejemplo de genotipo extendido y resumido:

Cromosoma
X Il I \Y
+/+ | actinaGal4/actinaGal4 | UAS-GFP/UAS-GFP| +/+ | genotipo extendido

actina Gal4/UAS-GFP genotipo resumido

Por otra parte, si lo que se quiere dejar de manifiesto es que una linea directora esta
dirigiendo la expresion de una determinada construccion, puede ponerse de manifiesto

utilizando el simbolo “>” como en el siguiente ejemplo:

actinaGal4>osif\A

donde el (UAS)osi®™ se expresa bajo el patron de actina.
Cromosomas balanceadores

Los cromosomas balanceadores son cromosomas que poseen multiples inversiones,
lo que provoca una muy baja tasa de recombinacion homéloga, permitiendo asi saber
exactamente qué elemento ocupa cada cromosoma, Y facilitar el seguimiento de las
combinaciones al generar nuevas lineas de interés. Ademas, cuentan con marcadores
fenotipicos que los hacen facilmente reconocibles. Algunas versiones incluso poseen
marcadores fluorescentes, lo cual permite distinguir diferentes genotipos en estadio larval
a través de una lupa de fluorescencia. Estos cromosomas poseen mutaciones recesivas
letales, evitando que se formen homocigotas para el balanceador. Esto trae la ventaja de

gue permite la construccion y mantenimiento de nuevas lineas que portan mutaciones
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letales, tal como la linea mutante P[UAS]100B/CyO°GFP, la cual permite mantener una
linea que seria de otra forma letal (P[UAS]100B / P[UAS]100B).

En el transcurso de esta tesis se utilizaron principalmente los balanceadores CyOGFP (II),
TM3GFP (Ill) y los marcadores Sp (1) y Dr (111).

El sistema Gal4/UAS

Una de las herramientas genéticas fundamentales para la realizacién de trabajos en
Drosophila es el sistema UAS/Gal4 para la expresion diferencial de genes de forma tejido-
especifica 1. Gal4 es un factor de transcripcion de levaduras, el cual actia como un
regulador de genes tales como gall0 y gall inducido por galactosa 2 3 4.

Gal4 regula la transcripcion de estos genes mediante unién directa a 4 sitios localizados
entre esos loci °. Estos sitios definen elementos de secuencias de activacion (promotores)
rio arriba (UAS, Upstream Activating Sequences) analogos a elementos enhancers
definidos en multiples eucariotas, los cuales son esenciales para la activacion
transcripcional de los genes regulados por Gal4.

La expresién génica dirigida en un patron espaciotemporal especifico ha resultado ser una
de las técnicas mas poderosas para caracterizar la funcién génica in vivo.

Debido a que la transcripcion de un gen blanco o target requiere de la presencia de Gal4,
su ausencia en dichas lineas las mantiene en un estado de silencio transcripcional. Para
activar su transcripcion, las lineas con el gen target se cruzan con moscas que expresan
Gal4 en un patrén particular de acuerdo al promotor que dirige su expresion. La progenie
resultante expresara el gen blanco en un patrén transcripcional que refleje el patrén de
Gal4 dado por su promotor especifico (Figura. 1).

Esta estrategia, en la cual los dos componentes del sistema, el gen blanco y la linea
directora de expresion se mantienen como lineas parentales separadas, posee
numerosas ventajas. En primer lugar, la inactividad transcripcional de la linea parental que
porta el gen target permite que se generen lineas transgénicas para productos génicos
que pueden ser desde completamente inocuos hasta letales, o que provoquen cualquier
grado de reduccién de la viabilidad.

Una ventaja adicional es la posibilidad de dirigir la expresiéon de cualquier gen target en
patrones espaciales y temporales diferentes poniendo en contexto de distintas fuentes de
Gal4. Teniendo en cuenta que la expresion del gen blanco es dependiente del patrén de
expresion espacial y temporal del promotor que controla la expresion de Gal4, la

diversidad de secuencias regulatorias gendmicas y trampas de potenciadores (enhancer
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traps) de Gal4 generados por la comunidad de Drosophila representa otro beneficio del

x 3

/

sistema.

“Q B @

GAL4 UAS gen X

Figura 1: Sistema UAS-Gal4. Se muestra un esquema del funcionamiento del
sistema de expresidn heterdloga por excelencia de Drosophila. Dos lineas transgénicas,
una portando una construccibn que alberga un promotor particular controlando la
expresion del factor de transcripcion Gal4, y otra cuya construccion porta la secuencia
UAS controlando un gen de interés, se cruzan para obtener en la progenie moscas que
expresen el gen de interés en el patrén espacial y temporal del promotor utilizado.
(Modelo de Brand y Perrimon?)

Los RNAI

En esta tesis se utilizard un RNAi (ARN de interferencia, por su sigla en inglés) para
disminuir la expresion del gen orsai. EI RNAi es una molécula de RNA que inhibe la
expresion génica de un gen de interés mediante la neutralizacion de su mRNA 6. Para
incrementar el efecto del mecanismo de silenciamiento mediante RNAI se lo suele

expresar junto con la enzima dicer Il (dcr) que aumenta su efectividad.
Ciclo de vida

Una de las mayores ventajas de Drosophila melanogaster es el ciclo de vida corto y
ampliamente caracterizado que posee. 24 horas después de la puesta de huevos u
ovipuesta (after egg lying o AEL) los huevos eclosionan en forma de larvas de estadio 1.
A partir de este momento los tiempos del desarrollo variaran en funcién de la microbiota ’
presente en la dieta, la temperatura 8 y de la calidad de la comida, especialmente de la
concentracion de amino&cidos °. En el caso de los stocks criados a 25°C en comida
incluyendo azucares y proteinas tal como la utilizada para mantener las lineas en el

laboratorio (ver Materiales y Métodos) el estadio larval 1 dura alrededor de 24 horas,
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luego de lo cual ocurre la primera muda, y 24 horas después ocurre la segunda. El tercer
estadio larval es el méas largo y dura alrededor de 2 dias para convertirse en pupa.
Previo a pupar, las larvas de estadio 3 comienzan dejan de comer y pasan a un
comportamiento de “wandering”, que implica que se alejan de la comida y comienzan a
moverse por las paredes del recipiente en el que se encuentren buscando un lugar para
pupar 1°.

Durante el estadio de pupa ocurre la metamorfosis completa del individuo, que emerge

como adulto reproductivamente activo.

Embryo
3% - 47/ days 0 "
1 day
First
instar
22 - 3 days larva
1 day
_ tThlird ; day Second
instar larva instar larva

Figura 2: Ciclo de vida de Drosophila melanogaster, tomado de Ong et al. 1!

Es importante tener en cuenta en las sucesivas mudas los individuos van modificando
sus caracteristicas fisicas, lo cual permite distinguir en que estadio se encuentra un
organismo mas alla de su tamafio corporal. Por ejemplo, a lo largo del desarrollo, las
larvas van desarrollando su sistema traqueal, y en estadio 3 evierten sus espiraculos y los
esclerotizan, volviéndolos naranjas. Sin embargo, para distinguir especialmente una larva
de estadio 1 de una de estadio 2 la forma inequivoca consiste en describir sus ganchos
bucales. Estas estructuras esclerotizadas crecen con cada muda y varian su cantidad y

forma de dientes. Esto se muestra en la Figura 3.
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Figura 3: Fotografias representativas de ganchos bucales de larvas de estadio 1, 2y 3
respectivamente. Tomado de Pérez-Chiesa et al. 12

Procesos hormonales de interés

Regulacion de la muda

La duracion de los diferentes estadios de vida de D. melanogaster esta regulada por
las llamadas hormonas de la muda. La hormona encargada de disparar las mudas es la
ecdisona, la cual se produce en la glandula protoracica ** y esta regulada por la hormona
juvenil (JH) y la hormona protoracicotrépica (PTTH). Los pulsos de hormona ecdisona no
solamente regulan las mudas sino los cambios de comportamiento, como por ejemplo,
abandonar el alimento y comenzar el comportamiento de “vagabundeo” (wandering) es
decir alejarse de la comida en busca de un lugar para pupar 4. Las variaciones
temporales de las diferentes hormonas estan mostradas en la Figura 3.

El proceso de muda comienza con la secrecion de la hormona protoracicotréfica (PTTH)
en respuesta a estimulos ambientales. La PTTH estimula la produccion de ecdisona por la
glandula protoracica. Esta hormona no se libera en su forma activa, sino que debe ser
activada por una hemo-oxigenasa de las mitocondrias de los tejidos periféricos, tal como
el intestino y el cuerpo graso *°. En este proceso la ecdisona cambia a su forma
fisiolégicamente activa, la 20-hidroxiecdisona. Por otro lado, los niveles de hormona
juvenil (JH) controlan el tipo de muda que se realiza, mientras los niveles de JH sean altos
los individuos mudan a estadios juveniles, y s6lo cuando los niveles de JH sean lo
bastante bajos comenzara la pupacion 6. Esta bajada de niveles se consigue liberando a
la hemolinfa una esterasa degradadora de JH una vez que se ha alcanzado el peso ’
critico.
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Juvenile
harmane

Ecdysone

mitochondrial
activation

20-hidroxy-ecdysone

— WEIGht
= jUvenile hormone

m— 20-hidroxy-ecdysone

== PTTH
1°mold 2°mold pupariation
critical weight
chekpoint

Figura 4: La glandula del anillo o “ring gland” est4 formada por la corpora allata,
responsable de la produccién de hormona juvenil, y la glandula protoracica, encargada de
la produccién de ecdisona. Las variaciones en el tiempo del peso corporal, los niveles en
hemolinfa de ecdisona y las hormonas reguladoras JH y PTTH se muestran en el grafico
inferior.

Debido a que los insectos adultos no crecen, y que las mudas son eventos
metabdlicamente demandantes, cada evento tiene un peso minimo viable necesario para
ocurrir y prevenir que los animales muden cuando aun no pueden afrontar el gasto
metabdlico asociado 8 1°,

La actividad de la via de TOR (target of rapamycine) y de la version de Drosophila de la
insulina (Dilps, Drosophila like peptides) en la glandula protor4cica regulan la liberacion de
la ecdisona . Estas vias estan a su vez reguladas por las condiciones nutricionales del
organismo. La ecdisona reduce la velocidad de crecimiento celular y promueve la
metamorfosis, lo cual significa que un individuo que tiene un pico de ecdisona prematuro

sera mas pequefio que uno con el pico en el momento correcto.
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Nutricion y desarrollo

La via de la insulina (l1IS) en D. melanogaster regula el tiempo de crecimiento en un
dialogo con el sistema enddcrino 2t 2223 24 25 | 3 liberacion de insulina por las células
productoras de insulina (IPC) esta regulada por la disponibilidad de nutrientes en el
organismo. El cuerpo graso actia como regulador de la secrecion de insulina a través de
las Sefiales Derivadas del Cuerpo Graso (FDS, fat body derived signals) 2-2°, En el
cuerpo graso, a su vez, la via de TOR actla como sensor de los nutrientes que ingresan
desde el intestino y responde, principalmente, a los valores de ATP y amino&cidos a tal
punto que la deprivacion de Unicamente aminoacidos alcanza para retrasar el desarrollo
26 En el cuerpo graso la ecdisona es convertida a su forma activa, la 20HE. Si los niveles
de aminoécidos no son lo bastante altos, no se activan los genes que la convierten
(shade, es lo que ocurre cuando se baja la expresion de slimfast, el transportador de
aminoacidos). Esto muestra que no solo la liberacién de ecdisona sino su activacion estan
reguladas directamente por el estado nutricional del individuo *°.

El hecho de que la insulina regula la liberacién de ecdisona desde la PG 2122 completa la
relacion entre el sensado del estado nutricional del individuo y los tiempos del desarrollo.
La via de TOR/insulina a su vez regula la produccién de insulina a través de la regulacion

del tamafo de las células de la PG.

Algo interesante a mencionar es que un estudio de la expresion de dilp2 demostré que
no solo se expresa en las neuronas IPC (insulin producing cells) sino también en las
trdqueas. La perturbacion de la sefializacion de la 20HE en las traqueas genera un
fenotipo de hambreado, inhibiendo las sefiales de insulina de las IPC y generando

defectos de crecimiento y de acumulacion de reservas *°.
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Figura 5: Panel superior: La concentracion de aminoacidos y azlcares en la
hemolinfa regulan el crecimiento celular y organismico a través de la via de TOR/insulina.
Tomado de Danielsen et al. 3. Los dilps circulantes activan la via de TOR y promueven el
crecimiento celular a través de sus efectores (en gris) que incluyen AKT/Pi3K que activan
la transcripcion de FOXO. La rama de TOR (efectores, en verde) es activada por los
aminoacidos que se importan a través de slimfast, un transportador de membrana. La via
de la insulina regula TOR a través de la regulacion de AKT. Los efectores finales de
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ambas vias se encuentran en naranja. Panel inferior: Esquema de la convergencia de
sefales humorales que coordinan el crecimiento sistémico. Tomado de Buhler et al. *. La
ecdisona y la insulina funcionan en un doble bucle de regulacibn para modular el
crecimiento normal del organismo Yy los tiempos de desarrollo. La ecdisona se produce en
la PG y es convertida a 20HE a través de SHADE en el cuerpo graso, cuya expresion solo
ocurre en presencia de un umbral de aminoacidos provenientes del intestino. 20HE
contribuye a la regulacién de la IIS a través de la accién de diversos tejidos periféricos,
tales como el cuerpo graso y la traguea. A su vez, IIS promueve la produccion de
ecdisona en la PG.

Procesos celulares de interés

La via de AKT/TOR, el control canénico del crecimiento celular

La via de AKT/TOR es una de las vias mas importantes de control del metabolismo, el
crecimiento y la supervivencia.
Esta via responde a los niveles de aminoacidos, ATP e insulina, ligando el estado
nutricional del individuo a procesos de crecimiento y desarrollo. Inicialmente, la insulina se
une a su receptor, provocando el reclutamiento de Pi3K, que convierte el PIP,
(phosphatidylinositol (3,4)-bisphosphate) a PIPs; (phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate);
AKT se une a PIP3 y es fosforilado por primera vez y por tanto activado parcialmente 32 33
34 La fosforilacion de AKT es esencial para la activacién de TOR *° %6, Luego de esta
primera activacion, AKT es traslocado a la membrana plasmatica, donde es fosforilado por
MTOR2. AKT activado activa a su vez a mTOR1, que luego activa a S6K (ribosomal
protein S6 kinase 1) e inactiva a 4EBP (elF4E-binding proteins). Al activarse, mTOR1
inicia un loop negativo sobre AKT(Revisado por 3" ). mTOR es la Gnica subunidad
funcional compartida por mTOR1 y mTOR?2, lo que hace suponer que hay un equilibrio a
la vez que una competencia entre ambos complejos por dicha subunidad . mTOR1
funciona como sensor de nutricién/energia/niveles de ROS y controla la sintesis proteica
3940 Sy actividad es regulada por insulina, distintos factores de crecimiento, niveles de
aminodacidos, estrés oxidativo y estimulos mecanicos #*. mTOR2 es un regulador del
citoesqueleto en respuesta a los estimulos de crecimiento 4243, A su vez, fosforila a AKT
impactando sobre el crecimiento y la supervivencia 4.
S6K promueve la sintesis lipidica y proteica *°*¢ mientras que 4EBP es un inhibidor de la
sintesis proteica dependiente de cap #’. Se considera que S6K controla el tamafio celular

pero no la progresion del ciclo celular*® ; mientras que 4EBP controla la proliferacion
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celular pero no el tamafio celular °.

Teleman et al. *° demostr6 que los niveles de transcripto de 4EBP estan fuertemente
elevados bajo condiciones de estrés ambiental, particularmente ante la falta de
amino&cidos o hambreado. En estas condiciones, los individuos con bajos niveles de
4EBP mueren mas rapido que los controles debido a que queman con gran velocidad sus
reservas de lipidos, remarcando la importancia de 4EBP en este metabolismo.

Por otro lado, PTEN (phosphatase and tensin homolog) es uno de los principales puntos
de control de la via de TOR. PTEN es una fosfatasa que convierte PIPsa PIP2, inhibiendo
la activacion de los efectores de Pi3K (como AKT). La depleciéon de PTEN lleva a la
activacion constitutiva de la via de TOR, y se ha demostrado su papel en el desarrollo de

tumores y desérdenes metabdlicos 512,
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Figura 6: Panel izquierdo: Diagrama simplificado de la via de AKT/TOR. Esta via es
regulada por la concentracién de aminoacidos, glucosa/ATP e insulina. La uniéon de
glucosa a su receptor activa Pi3K, que media la fosforilacion de AKT. Estos dos son los
principales activadores de la via de TOR, que regula el crecimiento y proliferacién celular.
PTEN es el principal regulador negativo de la via ya que evita la fosforilacion de AKT. Los
factores de la via de la insulina se encuentran en azul, los componentes de la via de TOR,
en rojo y los componentes de la via de respuesta a AMPK, en verde. Tomado de Edgar 2.
Panel derecho: Tomado de Ohanna et al. 8. Representacion esquematica de las vias
dependientes e independientes de TOR regulando el tamafio celular y la progresién del
ciclo celular. Las vias que regulan el ciclo celular se representan en verde, aquellas que
regulan el tamafio celular, en rojo. El ancho de las flechas representa la contribucion
relativa de cada via.

20



La endorreplicacion

La endorreplicacion es una forma de poliploidia programada. Es uno de los
mecanismos que permiten a la célula crecer en funcionalidad y tamafio sin completar el
ciclo celular. Este proceso es comuin a varios organismos, aunque suele presentarse sélo
en ciertos tejidos (Revisado en ). En Drosophila, este mecanismo se utiliza para
incrementar el volumen celular y es responsable de buena parte del crecimiento larval. Es
especialmente importante en tejidos tales como el cuerpo graso, las glandulas salivales, la

epidermis, el intestino y los tubulos de Malpighi, las traqueas y la glia perineural >* *°.

En cuanto al cuerpo graso y su funcionamiento, se considera que sus células sensan
el nimero de endorreplicaciones como una medida del tamafio alcanzado. Una vez mas,
el nivel de aminoacidos presentes en la dieta parece jugar un papel importante: bajos
niveles pueden arrestar los ciclos de endorreplicacién %6, Sin embargo, y a pesar de esto,
la detencion de los ciclos de endorreplicacion en el cuerpo graso no alcanza para frenar el
tiempo del desarrollo, y los individuos llegan a mudar correctamente. Esto podria indicar
que el numero de endociclos es un factor de control importante pero no determinante de

la regulacion del tamario corporal 8.
Funcionamiento mitocondrial

Las mitocondrias son las encargadas de generar la mayor parte del ATP que
consumen las células y por tanto su “salud” juega un papel fundamental en la viabilidad de
la célula y del organismo. Las mitocondrias son organelas altamente dindmicas, las cuales
atraviesan constantes ciclos de fusién y fisién para acomodarse a las demandas
metabdlicas de la célula °"-°° asi como para hacer revisiones de su potencial de
membrana y eliminar aquellas que no cumplan con los estandares de calidad necesarios
80 En Westermann ®! se discute que la bibliografia disponible apunta a sostener la idea
de una relacion funcional fuerte entre las adaptaciones de la morfologia mitocondrial y los
cambios en la demanda del metabolismo energético incluso en células de mamifero. Se
considera que las redes de mitocondrias interconectadas son mas frecuentes en células
respiratoriamente activas mientras que las pequefas y fragmentadas son tipicas de

células quiescentes.

Un correcto equilibrio entre los mecanismos de fusion y fision son fundamentales para

el correcto funcionamiento mitocondrial. La fusion permite la mezcla del contenido
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mitocondrial y genera redes de mitocondrias, lo cual es utilizado como respuesta a una
demanda energética mayor o como mecanismo regular de control de calidad del potencial
de membrana. Una falla en los mecanismos de fusion resulta en una pérdida de la
capacidad respiratoria de la mitocondria, ya que no seran eliminadas las mitocondrias
dafadas 2. En Rambold et al. 2011 ® se muestra que la fision estéa inhibida durante el
hambreado. Esto promueve la elongacién de la mitocondria, lo que las protege de la
degradacion. Esto permitiria maximizar la produccion de energia durante la privacion de
nutrientes 5.

En cuanto a la fisién, genera nuevas organelas a ser heredadas por células hijas, permite
la liberacion de factores proapoptéticos °° ¢ etc. Ademas, la fision permite eliminar
organelas con bajo potencial de membrana via mitofagia. Este mecanismo permite un
punto de control de la salud de las organelas y el mantenimiento de la capacidad

respiratoria 7:8,

En la mitocondria el ATP es producido a través de la cadena de transporte de
electrones (ETC). En un momento de 6ptimo funcionamiento como se muestra en la
Figura 7 los electrones provenientes del NADH y el FADH2 son transportados desde el
complejo mitocondrial 1 (CMI) y el complejo mitocondrial 2 (CMII), respectivamente, hacia
el complejo Q, de alli al CMIIl y finalmente al CMIV a través del Criptocromo C. EI CMV
también conocido como ATPasa utiliza el gradiente de electrones generado por la ETC
para generar ATP. Lo electrones son cooptados por los grupos H+ y O- para generar agua
y el ciclo recomienza.

Sin embargo, en una situacion de estrés en la cual la cadena deba producir ATP con una
velocidad mayor a la normal, como ser la hiperoxia/ hipoxia/ reoxigenacion © ° provoca
que solo un electrén sea tomado por el grupo O, generando especies reactivas de
oxigeno 0 ROS (por sus siglas en inglés). Estos se generan por el goteo de electrones
principalmente a través de los complejos | y lll. Estos grupos oxidantes son muy dafinos
para la célula debido a su alta reactividad. Atacan las membranas y pueden llegar a
comprometer la integridad mitocondrial "°. Por estos motivos la célula cuenta con distintos
mecanismos de accién frente a los ROS. Existen diversas enzimas encargadas de
convertir a los ROS en especies menos reactivas y por tanto que puedan ser eliminadas
sin riesgo. La principal de estas enzimas se la conoce como SODII (superdxido
dismutasa) la cual convierte el HO- en H202 y la glutatién peroxidasa (GPX), la cual
convierte esta molécula en agua "2,

Si bien es cierto que en condiciones normales se producen cantidades basales de ROS, e
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incluso llegan a ser beneficiosas como moléculas de sefializaciéon 73, un exceso de ROS

puede llegar a comprometer la integridad de la célula.
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Figura 7: Panel superior: Modelo de las adaptaciones morfoldgicas de las
mitocondrias a la actividad respiratoria. Bajo condiciones de baja actividad, las
mitocondrias tienden a estar fisionadas. Ademas, mediante la fisibn se eliminan los
fragmentos con bajo potencial de membrana. En un contexto de alta demanda metabdlica
o durante el hambreado, las mitocondrias se fusionan para optimizar su funcion. Tomado
de Westermann 6. Panel inferior: Flujo de electrones y formaciéon de ROS por la cadena
respiratoria. Las ROS se producen por el goteo de electrones que forman superdxido. En
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la matriz el superéxido es convertido a peroxido de hidrogeno por la SODI y la SODII.
Luego, la GPX transforma estas especies en agua inocua. Tomado de Xinyuan et al. .

Antecedentes

Anteriormente en el laboratorio "* se realizd un screen de actividad locomotora para
encontrar nuevos genes cuya desregulacion confiriera susceptibilidad a la
neurodegeneracion. Los genes considerados hits del screen fueron aquellos cuya bajada
de funcién provocé un desmejoramiento de los perfiles de actividad locomotora sélo en
individuos envejecidos (no asi en jovenes) Este screen se realizé mediante la insercion al
azar de un elemento P en el genoma de D. melanogaster.

Uno de los hits positivos del screen fue el lamado mutante 100B, de cuya caracterizacion
parte esta tesis.

Una vez obtenidos los hits positivos se procedié a identificar los genes afectados. Esto se
realizé mediante un rescate plasmidico y posterior secuenciacién. De esta manera, la
insercion P[UAS]100B fue localizada en el cromosoma 2L (ver Figura 8A) entre el gen
tweek "y el CG6115.

Una vez ubicado el elemento P se procedid a realizar una PCR para dilucidar si el
fenotipo observado se debia a una bajada de los niveles de tweek o del CG6115. Como
se muestra en las Figuras 8D-E, la insercion del elemento P[UAS]100B provoca la caida
de los niveles del mMRNA de CG6115, no afectando los niveles de tweek. Concluimos
entonces que los fenotipos observados se deben a la desregulacion de la expresion del
CG6115.

Una vez confirmado que la insercién en estudio afectaba los niveles del CG6115, se
procedio a realizar una busqueda bioinformatica para averiguar mas acerca de este gen,
el cual alin no habia sido caracterizado. Este gen codifica para una proteina de 85
aminoacidos en cuya secuencia se identifica un motivo LYR (mas informacién sobre
proteinas LYR en la seccion correspondiente). Al realizar un alineamiento de secuencia
con proteinas de otras especies, se observa una gran conservacién en varias especies
modelo, incluyendo Mus musculus, Saccharomyces cerevisiae e incluso Homo sapiens
(Figura 8B, C). De estas proteinas no hay mucha informacion disponible, tal como se

LA

observa por sus notaciones “uncharacterized protein”, “LYR motif containing protein” pero
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todas poseen un dominio LYR y segun se predice, una funcién en el metabolismo

energeético, tal como es lo usual para este grupo de proteinas (ver seccion siguiente).
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Figura 8: Mutante P[UAS]100B. A: Diagrama del locus mutante. El elemento P se
insertd en el cromosoma 2, brazo L. Uno de los extremos del elemento P se encuentra a
218pb del +1 del CG6115 vy el otro extremo a 1323pb del gen tweek. En el diagrama se
muestra la localizacién del elemento P, asi como la localizacién del gen tweek y el
CG6115. En violeta se muestra la seccion de la secuencia que corresponde a la
secuencia atacada por el RNA de interferencia utilizado en esta tesis. B: Alineamiento del
CG6115 con proteinas de otras especies. Se observa una gran conservacion en diversos
organismos modelo incluyendo al ser humano. C: Andlisis de las proteinas relacionadas
con el CG6115 en distintas especies. Se observa el porcentaje de identidad de secuencia
(Identity) y la anotacién correspondiente a cada proteina segun Uniprot para una
identificacion inequivoca de las mismas.

Las proteinas LYRmM

Las proteinas que contienen el dominio LYR (leucina, tirosina, arginina) son llamadas
LYRm por las siglas en inglés “LYR motif” ’®. Esta superfamilia de proteinas esta asociada
a diversas funciones de regulacion metabdlica y gracias a las predicciones de estructura
secundaria obtenidas hasta ahora se conoce que poseen una estructura pequefia de
hélice alfa hidrofilica.
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Como se discute en Angerer 2015 ’* en humanos se han encontrado al menos 10
proteinas LYRm. Algunas de ellas funcionan como subunidades extras (LYRmM3/LYRmM®6) o
factores de ensamblaje (LYR7, LYR8) de la cadena de fosforilacion oxidativa en los
complejos mitocondriales I, 11, Il y V. También se conoce que juegan un papel en el
metabolismo del acetato. Sin embargo, algunas se han encontrado en el citosol o incluso
en el nicleo (LYRmM1/LYRmMA4).

De éstas se ha descripto que LYRmM1 permite la proliferacion de pre-adipocitos e inhibe la
apoptosis " mientras que LYRmM4 (moco en humanos *°) esta involucrada en la
generacion de clusters hierro-azufre (cofactores que facilitan el transporte en la ETC,
diversas reacciones de catalizacion y la reparacion del ADN 8° y el mantenimiento de la
homeostasis del hierro) 8. Dentro de esta familia, es de especial interés la LYRmM5 debido
a que es la que mayor relacion tiene con orsai (Figura 8C). Muestra, como se vio en la
seccion anterior, 94% de cobertura 'y 53% de identidad. LYRmM5 forma parte de un grupo
de proteinas relacionadas con el metabolismo de amino&cidos y lipidos ramificados
(complex 1 phylogenetic profile protein -COPP-) 8, En C. elegans una de estas proteinas
esta involucrada en el crecimiento post embrionario & 8. En Neurospora crassa se ha
encontrado que también estd involucrada en la biosintesis de acidos grasos especificos
mitocondriales 8. En humanos, se ha descubierto que esta proteina puede desencadenar
apoptosis mediada por mitocondrias en células cancerigenas mediante la regulacion de la
via de AKT/PKB &,

26



i
~ T~
/s & R\
/ / N@ \ \ - - = ’OXPHOScomplexes P~ ~ ~
‘ { @ |l > g R
\\ xvm1 @ [ ] @ 7 c\ R @ A N
\ \ / @/ / @ ACPM 'T‘ AF T - e \
\\~/// @ & LRvs G \
~__- / @@ LYRMS LYRM7 \ \
, cv \'
free @ @
LRmL T —iROST \ FAS type I @@ @ /ae /
\ FMC1 Aszp /
\ LYRM4  Nfsl ACPM
lipoic acid —| ACPM /
@ Fe—S cluster biogenesis / /
7\
~N &% v membo“s
&lucgee mitochondrial > ~ ACHD ace"“t
uptake biogenesis @ =
C

insulin

receptor

Figura 9: Resumen de la localizacion de las proteinas LYRm descriptas en
humanos y eucariotas superiores hasta ahora. Muchas de estas son subunidades o
factores de ensamblaje de los complejos mitocondriales. LYRmM1 y LYRm4 se encontraron
también en el nicleo. LYRmM5 es una proteina relacionada al complejo | mitocondrial. La
funcién de algunas de estas proteinas (LYRm1, LYRmM2, LYRM9) en mitocondrias alin no
ha sido descripta. Los complejos Fe-S estan simbolizados por conjuntos de esferas
amarillas y naranjas; AF: factor de ensamblaje (assembly factor). Tomado de Angerer &’.

Finalmente cabe destacar que la falla de muchas de estas proteinas ha sido asociada
a diversas enfermedades, tales como la resistencia a insulina 8 (LYRm1), hipotonia
muscular & (LYRm3), deficiencias en la cadena de fosforilacién oxidativa *° (LYRm4),

encefalopatias ° (LYRm7), leucoencefalopatia infantil ®2 (LYRmS8), etc.

El metabolismo del acetato, la beta oxidacion de los acidos grasos y su relacion

con las proteinas LYR

Durante el proceso de beta oxidacion en la matriz mitocondrial, las largas cadenas
carbonadas de los acidos grasos (asociados a Coenzima A, es decir, Acil-CoA) son
cortadas en cadenas cortas de dos carbonos (acetatos) las cuales, aun unidas a la

CoenzimaA forman el AcetilCoA. Este metabolito se une al oxal-acetato para formar
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citrato e incorporarse al inicio del ciclo de Krebs. El acetilCoA ademas de degradarse en

el ciclo de Krebs puede ingresar a nacleo y participar de la acetilacién de la cromatina,

mientras que e acetilCoA citosélico participa de la biosintesis de todo tipo de lipidos. El

acetato ligado a la coenzimaA es un metabolito central. Puede ser generado por la

oxidacion de glucosa, glutamina y &cidos grasos; y es usado para la biosintesis de

nucleotidos, aminoacidos y dos de los principales componentes de las membranas

celulares (4cidos grasos y colesterol). Contribuye a la regulacion génica al adicionarse a

las histonas ® y numerosos estudios muestran la importancia de este metabolito en el

control del crecimiento celular y los procesos proliferativos .

Glucose Acetate
bl
i/ Y

Acetate

ATP, CoA
ACSS2
AMP, PP,

Ac-CoA

\

Ac-CoA

(==}
Lac <4====4-» Lac Pyr
y

Fatty acids TCA cycle

Amino acids

Regulation

Histone
acetylation

Enzyme,
protein acetylation

Biosynthesis

Fatty acids

Sterols
e.g. cholesterol

Amino acids,
nucleotides

Figura 10: el acetato es un nodo central del metabolismo del
acetilCoA tiene numerosas funciones tanto regulatorias como biosintéticas. Puede ser
adicionado a las histonas para regular la expresién génica o a otras proteinas para dictar
su actividad. El acetilCoA funciona también como intermediario para la generacion de
acidos grasos, esteroides y nucleétidos. El acetilCoA es primariamente generado en la
mitocondria a través del catabolismo de la glucosa, lipidos y aminoacidos. Tomado de

Lyssiotis y Cantley

carbono. El

Dentro de las posibles enfermedades asociadas a la beta oxidacion de acidos grasos y

el metabolismo del acetato, se encuentran al menos 22 desordenes diferentes. La

mayoria de ellas se caracteriza por hipotonia, miopatias, neuropatias periféricas e

hipoglicemia (revisado en %).

Dentro de las proteinas LYRmM2, la proteina ACN9 de S. cerevisiae esta localizada en

la intermembrana mitocondrial °’. Mutantes con bajos niveles de esta proteina presentan

defectos tipicos de metabolismo del acetato, sugiriendo que la proteina es esencial para

la conversion de acetato y etanol en carbohidratos.
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Electron transfer flavoproteins, su papel en el metabolismo y consecuencias de
su falta

Los acidos grasos son metabolizados en la mitocondria por las flavoproteinas de
transferencia de electrones (electron transfer flavoproteins, ETF) y las enzimas de la beta-
oxidacion (ver Figura 11). Una falla en la actividad de las ETF puede desbalancear el
funcionamiento de las acilCoAdeshidrogenasas y traer graves consecuencias. Cambios
en estas proteinas pueden provocar miopatias lipidicas, las cuales se caracterizan por
intolerancia al ejercicio, rabdomiolisis (ruptura de fibras musculares y liberacién del
contenido celular al torrente sanguineo) y mioglobinuria (eliminacion de hemoglobulina por
la orina), atrofia muscular, acidosis metabdlica y finalmente fallas de érganos (higado,
corazon, SNC). Este tipo de enfermedades también se genera por problemas en el
funcionamiento de la acil-coenzimaA-deshidrogenasa .
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Figura 11: Via metabdlica del metabolismo lipidico en mudsculo humano con
énfasis en la beta oxidacién de los acidos grasos y el papel de las proteinas ETF.
ACS: Acetil-CoA sintetasa; ATGL: lipasa de triglicéridos (Adipose triglyceride lipase); DG:
Digliceridos; ETF: Electron transport flavoprotein; FABP: proteina de unién a los &cidos
grasos (Fatty acid binding protein) ; FFA: acidos grasos libres (Free fatty acid); LCFAT:
acido graso de cadena larga (Long chain fatty acid); LD: gota de lipido (Lipid droplet);
Lipinl-Lipin 1; Q: Coenzima Q; VLCAD: acilCoA deshidrogenasa de cadena muy larga
(Very-long-chain acyl-CoA dehydrogenase); TCA: &cido tricarboxilico (tricarboxylic acid).
Tomado de Pennisi et al. *°

Dentro de las proteinas LYR, la LYRmM5, como ya fue mencionado, es una ETF-
deflavinasa, esto es, que desactiva a la ETF. Se la considera parte del grupo de las
COPP, proteinas de perfil filogenético de complejo | (Complex | Phylogenetic Profile). A
pesar de que estas proteinas son usualmente descriptas como factores de ensamblado y
regulacion del complejo | mitocondrial, la bajada de funcién de esta proteina en
fibroblastos humanos sélo resulta en una reduccién del 20% de la funcion del CMI &2,

Es interesante recalcar que tanto las proteinas que se encargan de la degradacién de los
acidos grasos ramificados como de los aminoacidos ramificados son también proteinas

COPP asociadas a funciones del CMI.

Comunicacion nucleo-mitocondria: sefializacion directay retrégrada

Las mitocondrias cumplen un papel fundamental en la célula. No solamente son las
encargadas de producir la mayor parte del ATP que se requiere para la vida, sino, como
ya se ha mencionado, cumplen diversas funciones que abarcan desde la generacion de
diversos metabolitos intermedios, hasta regular la homeostasis celular de Ca?*, sefializar

la muerte celular y tomar parte en diversas vias metabdlicas.

Por un lado, las mitocondrias, en una situacion estdndar, cambian su tamafio, nUmero
y actividad en funcién de las demandas metabdlicas del organismo; a la vez que la
sefializacién mitocondrial provoca cambios en la expresion génica nuclear 1. Por otro
lado, se sabe que las mitocondrias tienen un genoma propio pero reducido, y que la
mayor parte de sus proteinas son producidas en el ndcleo y luego importadas, junto con la
magquinaria transcripcional necesaria para la expresion de los genes codificados en el
genoma mitocondrial 1°*. Todo esto hace que la comunicacién entre el niicleo y la
mitocondria deba ser fluida y funcionar correctamente para mantener la salud del
organismo. Esta comunicacion incluye la sefializacion anterdgrada (del nicleo hacia la

mitocondria) y retrégrada (de la mitocondria al nicleo).

30



Respecto a la primera, se conoce que la expresion de factores nucleares regula la
biogénesis y funcion mitocondrial, la fosforilacion oxidativa, la beta oxidacion de &cidos
grasos y produccion de ROS, entre otros 1. Parte de la red de sefializacion nuclear
incluye a los factores respiratorios nucleares (nuclear respiratory factor, NRF) 1y 2, que
se unen a componentes de la cadena respiratoria, y regulan, ademas, la transcripciéon de
factores mitocondriales, la sintesis de grupos hemo y la sintesis y traslocacién de canales
ibnicos 193-19  Otros factores de transcripcion nucleares incluyen a ERR (estrogen related
receptor) el cual regula la betaoxidacion de &cidos grasos; y Spl, que regula la
transcripcion de parte de los complejos respiratorios 1. Ademas de ERR, PPAR
(peroxisome proliferation activated receptors) regula la beta oxidacion de acidos grasos,

aunque no la transcripcién de proteinas respiratorias 1°2.

Protein import and l
assembly (TOM20,
TOM?70 and COX17) TOoM
TIM
Heme biosynthesis l
(5-aminolevulinate
synthase)
Respiratory
subunits )
(complexes [-V
Cytc) Respiratory

subunits
(complexes
L, 111, TV and|V)

—

Mitochondrial
transcription
(ribosomal proteins,
tRNA synthetases)

mtDNA transcription and
replication (Tfam, TFB1M,
TFB2M, POLRMT, MRP RNA and POL-2)

Figura 12: Esquema del control mitocondrial ejercido por NRF 1 y 2. Estas
proteinas contribuyen a la expresion de genes requeridos para la mantencion y funcion de
la cadena respiratoria mitocondrial, citocromo C, las subunidades nucleares de los
complejos mitocondriales I-V, y la biosintesis de las enzimas formadoras de grupos hemo.
También promueve la expresion de la maquinaria de transcripcion y traduccién necesarias
para producir las subunidades de los complejos mitocondriales codificados en el genoma
mitocondrial. Tomado de Whelan y Zuckerbraun %07 .

En cuanto a la sefializacion retrégrada, es la que permite que el nacleo cambie el pefrfil
de expresion de ciertas proteinas en concordancia con el estado bioenergético de las
mitocondrias, y es especialmente importante en casos de estrés (revisado por %)
especialmente en respuesta a bajos niveles de ATP.

Esta via ha sido principalmente estudiada en levaduras, donde se encuentran los factores

RTG 1, 2y 3 (ReTroGrade) que se activan ante la pérdida o dafio de DNA mitocondrial
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109 Estas proteinas activan el ciclo del glioxilato y aumentan la beta oxidacion de acidos
grasos. Esto cambia al metabolismo de la célula permitiéndole aprovechar una mayor
variedad de fuentes de carbono, tal como el acetato, frente a un caso de reduccion de la
fosforilacién oxidativa. Por otra parte la sefializacion retrégrada inactiva a TOR %°, La via
de TOR regula negativamente los componentes de la via de sefializacién retrograda,
mientras que el reclutamiento de las proteinas RTG inhibe la via de TOR (es decir, existe
una regulacion cruzada).

Mitochondria

Figura 13: Esquema de la sefializacion retrograda. Se muestran las casacadas de
sefalizacién posibles en levadura, de izquierda a derecha: grupos hemo, comunicacion
mediada por péptios, sefales de apoptosis, sefializacion de hierro, respuesta a
aminoacidos, traduccion mitocondrial, sefializacién entre genomas, respuesta a drogas,
dos vias canodnicas de sefializacion retrograda y via de respuesta a hipoxia. Los signos de
pregunta representan proteinas aln no descriptas. Tomado de Eisenberg-Bord y
Schuldiner !

Finalmente se puede mencionar que ciertos metabolitos viajan de la mitocondria hasta

el nicleo como una forma de sefializacion directa entre ambas organelas. Un ejemplo de
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esto es el AcetilCoA, molécula clave para el ciclo de Krebs y para la sintesis de
biomoléculas (ver seccién metabolismo del acetato). Se propone que el hecho de que el
AcetilCoA se utilice como fuente de acetilacion de las histonas nucleares es una forma de
mantener el equilibrio entre las funciones anteriormente explicadas 12, De esta forma,
los promotores acetilados y por tanto activos durante una situacion de alta nutricion
(correspondiente a altos niveles de AcetilCoA) seran aquellos relacionados con el

crecimiento celular 111113,

Mitochondria

Acetyl-CoA

Heme

¥ ¥ ¥
(rat) (siz ) (Nart ) (Prit ) (Poi1i259)
Aﬂ' (st ) (ona2 ) (Rew3)

Nucleus

Figura 14: Productos mitocondriales que afectan la actividad nuclear de forma
directa. Los grupos hemo y Fe-S son utilizados como cofactores por parte de las
proteinas nucleares. Una escasa actividad mitocondrial impactara en la funcién de dichas
proteinas. El AcetilCoA y el NAD+ son utilizados por las histona-acetil-transferasas (HAT)
y por las Sirtuinas. Las HAT inducen la acetilacion de las histonas mientras que las
Sirtuinas promueven el silenciamiento. Tomado de Eisenberg-Bord y Schuldiner 1,

D. melanogaster como modelo de estudio de

enfermedades humanas

D. melanogaster se ha consolidado como un gran modelo de estudios de diversa

indole desde hace tiempo. Las ventajas que presenta son numerosas y claras. Para

33



comenzar, su pequefio tamafo y su ciclo de vida corto permite la manipulacién de gran
cantidad de individuos en un tiempo minimo comparado a otros modelos genéticos, como
por ejemplo Mus musculus.

Por otra parte, su genoma completamente secuenciado ** *° y la fecunda comunidad
internacional que abona los centros repositores (Bloomington Drosophila Repository
Center y Drosophila Genomics Resource Center en EEUU, Vienna Drosophila Resource
Center en Austria y Drosophila Genetic Resourse Center en Japon) con herramientas
genéticas de todo tipo la vuelve versétil y poderosa. Las herramientas genéticas con que
la comunidad de Drosophila cuenta y crea continuamente abarcan no solamente todo tipo
de mutantes, sino una gran variedad de lineas que cuentan con construcciones del tipo
Gal4/ UAS cuya utilidad ha sido explicada en la seccién correspondiente, y una base de

datos confiable (flybase.org).

Respecto al estudio de enfermedades en este modelo, un punto clave es el hecho de
que la mayor parte de genes y familias de genes asociadas a enfermedades metabdlicas
y de origen mitocondrial tienen un correlato en Drosophila 16 117 118 Ademas, los érganos
y sistemas de 6rganos de organos afectados por diversas enfermedades tales como el
musculo esquelético, el masculo cardiaco, el sistema nervioso y glial, etc. tienen su
contraparte en Drosophila. Ademas, al ser estos 6rganos mas sencillos que los de un ser
humano, se puede analizar la progresion de ciertos aspectos de una enfermedad en gran
detalle.

Algunas de las enfermedades que cuentan con aspectos exitosamente modeladas en D.
melanogaster son por ejemplo la epilepsia mioclénica (MERRF) y la encefalomiopatia
(MELAS), en la cual se logré reproducir la sensibilidad a los movimientos bruscos, la
pardlisis y las convulsiones *° 129, Otro caso de estudio fue la reproduccién de la
dilatacion cardiaca provocada por la baja de funcién de ciertos componentes del complejo
1 mitocondrial (NDUFS2, NDUFS7, y NDUFC2) 121, A través del sistema Gal4/UAS
combinado con RNAI especificos se ha logrado bajar diversas proteinas del ETC 22y se
ha asociado ciertas proteinas a desérdenes en seres humanos, como el caso de tko25t
(technical knockout) una proteina mitocondrial codificada en el ndcleo cuya desregulacion

provoca convulsiones 12,

Las enfermedades mitocondriales se calcula que afectan a 1 de cada 5000 personas y
muchas veces no hay tratamientos apropiados 24 12°, Las fallas mitocondriales no sélo

afectan la produccion de ATP, sino el metabolismo general de la célula, la produccion de
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ciertos metabolitos y la sefializacion celular. Debido a sus necesidades energéticas, los
musculos y las neuronas suelen estar particularmente afectadas por las alteraciones
mitocondriales. Estas alteraciones pueden llegar a causar cardiomiopatias y
enfermedades neurodegenerativas 8.

Debido a las similitudes entre el funcionamiento mitocondrial de D. melanogaster y del ser
humano, y gracias a las ventajas que han sido explicadas, D. melanogaster se ha
convertido en un modelo central para el estudio del funcionamiento de estas
enfermedades y en la busqueda de tratamientos para las mismas.

35



Objetivo general

Desentrafiar la funcién del CG6115, re-nombrado orsai, y aportar al estudio de las

enfermedades metabdlicas en Drosophila melanogaster
Objetivos particulares
Caracterizar el mutante de orsai: crecimiento, desarrollo y estado metabdlico

Esclarecer la funcion de orsai dentro del organismo: patron de expresion y fenotipos

causados por su desregulacion tejido-especifica

Esclarecer la funcion de orsai en el metabolismo basal de la célula: ubicacién sub-

celular, autonomia de célula, funcién bioguimica

Establecer un modelo de estudio de la disfuncion de las proteinas LYR en Drosophila
melanogaster a partir del mutante de orsai
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Materiales y métodos

“Que de lejos parecen moscas”

Kike Ferrari

37



Lineas utilizadas

Genotipo Procedencia n°stock
100b/CyQ°GFP Ceriani Lab -
white1118 bloomington 5905
actinabDGal4 bloomington 4414
osiRNA vienna 29711
mef2Gal4 bloomington 27390
btiGal4 Shilo Lab -
p0206Gal4 Eward Lab -
UAS-lamGFP bloomington 7376
UAS-mitoGFP bloomington 8442
MS1096Gal4 bloomington 8860
hs-flp (x) bloomington 6
actina(STOP)Gal4 bloomington 4779
UAS-GFP bloomington 5430
UAS-ptenRNA bloomington 8549
UAS-akt bloomington 8191
UAS-SODII bloomington 24494
UAS-osiM - -
UAS-LYRmMS - -

Mantenimiento de las lineas

Las moscas fueron mantenidas en medio estandar de polenta a 25°C y ciclos de

luz:oscuridad de 12:12 horas.

Tipos de comida empleada

Para la realizacién de los cruzamientos o crecimiento normal de stocks las moscas

fueron colocadas en comida preparada segun indica la Tabla 1.




por litro

Polenta (gramos) 66.5

Levadura (gramos) 20

Nipagen (ml) (solucién 185g en 1000mI| EtOH 100%) 6.5
Ac. Propidnico (ml) 4

Agar (gramos) 10

Sacarosa (gramos) 40

Tabla 1: ingredientes para preparar comida estandar de cria y mantenimiento para

Drosophila melanogaster.

Por otra parte, las ovipuestas y los experimentos de sobrevida que requirieron
evaluacién en comida con bajo contenido proteico fueron realizadas en placas de agar

preparada segln se indica en la Tabla 2.

por litro
sacarosa (gramos) 30
agar (gramos) 20
nipagin (gramos) 2

Tabla 2: ingredientes para preparar placas de ovipuesta.

En el caso de los experimentos que requirieron evaluar crecimiento en comida con alto
contenido proteico, se utilizo la receta de las placas de agar y se les adicioné 20 gr de

levadura por litro.
Mediciones de tamaro larval

Para comparar los tamafios larvales hicimos ovipuestas controladas (4-6 horas) y
luego permitimos que los individuos crecieran en comida con baja o alta cantidad de
proteinas segun correspondiera. El area fue medida utilizando el programa ImageJ. Las

mediciones fueron tomadas cada 24 horas.
Determinacion del estadio larval por morfologia de los ganchos bucales

Para determinar el estadio larval, los ganchos bucales de las larvas de interés fueron
removidos con una pinza, los cuales fueron colocados en una gota de glicerol 80% y
montados en un portaobjetos. Luego, fueron fotografiados con una cAmara asociada a un

microscopio Olympus BX60.
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Se colocaron 25 larvas de cada genotipo en placas de agar conteniendo en el centro
un parche de levadura coloreada con colorante alimenticio. La pasta de levadura es
preparada mezclando levadura seca comercial (Levex) con un poco de agua. El colorante
utilizado es colorante azul brillante Santana, apto para consumo humano. Luego de una
hora, las placas fueron fotografiadas utilizando una camara asociada a una lupa Olympus
BMX10. Se cuantifico la cantidad de larvas encontradas dentro y fuera del parche de
levadura coloreada. A su vez, se fotografiaron larvas individuales y se midi6 su area total
junto con el &rea coloreada como medida de ingesta de colorante, utilizando el programa
ImageJ. Las larvas que no ingirieron colorante fueron clasificadas como “de intestino

transparente” y no fueron consideradas para esta cuantificacion.
Morfologia de traqueas

Las larvas fueron colocadas en una gota de glicerol 80% y montadas en un
portaobjetos. Luego fueron fotografiadas con una camara asociada a un microscopio
Olympus BX60. Se cuantificé la cantidad de veces que un determinado defecto estructural

aparecio por genotipo.
Complementacion de la dieta con 20-hidroxi-ecdisona

Se utilizé el protocolo de Llorens et al. 2015 %6, La 20-hidroxiecdisona utilizada fue
comprada a Sigma-Aldrich y disuelta en 100% etanol obteniendo una solucién de 7mM.
La 20HE fue adicionada a la comida estandar para alcanzar concentraciones finales de
0.33 mg/ml (0.7 mM). Esta concentracién fue elegida basandose en un trabajo anterior
(Huang X, 2005 *27). Como control, se disolvié el mismo volumen de etanol en comida
estandar. Se colocaron 20 huevos de cada genotipo en un vial conteniendo etanol o la
solucion de 20-HE. Se realizaron dos réplicas de cada vial y se realizaron dos

experimentos independientes.
Complementacion de la dieta con hierro

Las concentraciones de hierro elevadas fueron logradas adicionando 0.8 mg/ml de
citrato férrico de amonio (FAC, Sigma), que corresponde a un aumento de hierro de 2.5
mM diluido en 100% etanol (Llorenz, 2015 *2%). Como control, se diluyé en comida
estandar la misma cantidad de etanol. Se colocaron 20 huevos de cada genotipo en viales
conteniendo la solucion de hierro o etanol. Se realizaron dos réplicas de cada vial y dos

experimentos independientes.
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Tinciones de inmunohistoquimica

Las larvas fueron disectadas en una gota de solucién PB 0,1 M. Luego se fij6 el tejido
por 60 minutos en hielo en solucién 4% formaldehido en 100mM de PBS 1x. Pasado ese
tiempo se realizaron 3 lavados de 15 minutos con PT (PBS 0,3% Triton X-100). Las larvas
pasaron por un proceso de bloqueo de 30 minutos en una solucién 10% suero de
cabra/PT y acto seguido incubadas dos noches a 4°C con anticuerpo primario. Al dia
siguiente las muestras fueron lavadas 3 veces con PT 0.3% 15 minutos por vez e
incubadas con el anticuerpo secundario por 3 horas a temperatura ambiente. Se
realizaron 3 lavados finales de 15 minutos y luego se colocaron las muestras en medio de
montaje (Vectashield® Antifade Mounting Medium for Fluorescence). En el caso de ser
necesario, las muestras se incubaron con DAPI 1x (marcador de nudcleos) o Faloidina 1x
(marcador de membrana celular) al mismo tiempo que el anticuerpo secundario. Las
imagenes fueron obtenidas utilizando confocales Zeiss (Carl Zeiss, Thornwood, NJ) y, en
particular, se usaron los microscopios Meta 510 y Meta 710.

Soluciones utilizadas

PB (buffer fosfato) 10 x: 70mM Na2HPO4, 30mM Na2HPO4, pH 7,4
PBS (buffer fosfato salino) 10x: PB 1x, 0,15 M NacCl, pH 7,4

PT: PBS 1x 0,3% Triton X-100

Anticuerpos utilizados

Anticuerpo Especie Dilucion Procedencia Catalogo

anti actinina conejo 1:500 Aviva Systems Biology, USA | ARP419114 P050
antiGFP gallina 1:500 AVES labs, USA 1010
antioSl rata 1:50 GenScript producido a pedido

Tabla 3: anticuerpos primarios utilizados

Marcadores Dilucion Procedencia Catalogo
DAPI 1:100 CHEMICON, USA S7113
Faloidina 1:100 Sigma Aldrich, USA P5282

Tabla 4: marcadores de nucleo (DAPI) y membrana celular (Faloidina) utilizados

Secundarios |Fluorescencia Dilucion Procedencia Cadigo Especie
anti conejo Cy3 1:250 Jackson Immuno Research, USA 711-165-152 Donkey
anti gallina DyLight 488 1:250 Jackson Immuno Research, USA 703-485-155 Donkey

anti rata Cy5 1:250 Jackson Immuno Research, USA 712-175-153 Donkey

Tabla 5: anticuerpos secundarios utilizados
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Tincion con MitoTracker™ Red

Para evaluar la localizacion de orsai respecto de las mitocondrias se realizé una
tincion especifica para mitocondrias utilizando MitoTracker™ Red CMXRos (Thermo
Fischer). Se disectan las larvas en una gota de MitoTracker:DMSO:PT 1:10000. Se incuba
en la solucion de MitoTracker a temperatura ambiente 15 minutos. Se coloca las muestras
en PT. Se fija con formaldehido 4% durante 30 minutos. Se realizan 3 lavados de 10
minutos con PT 0.3%. Luego se continda el protocolo de inmunohistoquimica como

explica la seccion anterior.
Extraccion de mitocondrias para la medicion de ATP

Se utilizo el kit Mitochondria Isolation Kit for Tissue (Thermo Scientific, Prod#89801) y
se siguio el protocolo de homogenizacion para tejido duro y pre-tratamiento con tripsina
(Dounce Homogenization for Hard Tissue protocol and the pre-treatment with tripsin) tal
como indica el protocolo. La modificacién introducida fue que se utilizé la mitad del
volumen de la solucién de extraccion debido a la escasa masa de las larvas. El
experimento se realizé 3 veces independientes. Para la cuantificacién de las proteinas

utilizamos el protocolo de lisis de mitocondrias del mismo manual.
Medidas de concentraciéon de proteinas

Se utilizo el kit Pierce BCA Protein Assay para cuantificar la cantidad de proteina

obtenida. Las mediciones fueron realizadas utilizando un lector de placas Elisa.
Medicion del ATP mitocondrial

La producciéon de ATP mitocondrial fue medida utilizando el kit comercial Sigma
Aldrich Adenosine 5'triphosphate (ATO) bioluminescent assay kit y siguiendo las
indicaciones del protocolo correspondiente. El experimento fue realizado 3 veces

independientes.
Medicion de los niveles de ROS

Se utiliz6 el protocolo correspondiente a la tincion con dihidroetidio (DHE) de Owusu-
Ansah and Banerjee, 2009 1% con la modificacion introducida por Hui-Ying Lim, 2014'%°,
Brevemente, las larvas fueron disectadas en PBS, incubadas en 30 yM DHE:DMSO:PBS

por 10 minutos. Se realizaron 3 lavados con PBS y se las fijé con formaldehido 7%. En
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lugar del medio de montaje ProLong Gold antifade se utilizd glicerol 60%. Las imagenes

se tomaron utilizando un microscopio confocal Zeiss LSM 710.
Medicién de tamafio de organelas

El tamafio de las organelas fue medido utilizando las imagenes correspondientes y el

programa ImageJ que permite hacer mediciones de &rea y longitud.
Cuantificacion de tamafio y namero de células a partir del disco de ala

Las alas de los individuos adultos son retiradas con una pinza y montadas sobre un
portaobjetos en una gota de glicerol 60%. Se las fotografia en lupa y se utiliza el programa
ImageJ para cuantificar el area de la seccion dorsal y ventral del ala.

Generacioén de clones mitéticos

El experimento de clones se utiliza para generar parches de tejido que expresen una
construccion de interés en un contexto control. Para esto se cuenta con la linea HS-
flip;act(STOP)Gal4;UAS-GFP. Esta linea posee una flipasa activable por calor (HS-flip),
un driver actina interrumpido por una cassette de stop (actSTOP) y un UAS-GFP como
marcador fluorescente. Una larva con esta construccién, luego de ser sometida a un pulso
de alta, activara en algunas de sus células la flipasa y en otras no, al azar. En aquellas
gue la flipasa se active, se eliminara la cassette de stop y la actina iniciara la expresion
del marcador GFP y de cualquier otro elemento activable por Gal4. De esta forma, se
consideran células activas aquellas que expresan GFP e inactivas aquellas que no
activaron la flipasa y por tanto no expresan el GFP, tal como se ve en la Figura 15. En
nuestro caso, encontramos 6ptimo un pulso a 37°C por 5 minutos en un bafio
termostatizado.

Los cuerpos grasos de las larvas tratadas fueron disectados 24, 48, 72 o0 96 horas
después del pulso de calor segun se indique, y se utilizé el protocolo de
inmunohistoquimica como fue descripto en secciones anteriores. Luego de eso, se
obtuvieron iméagenes utilizando el confocal Meta 710 y se analiz6 el area de las células
con el programa ImageJ. Luego de eso normalizamos las mediciones al promedio de
tamafio de una célula control porque el interés no se centraba en las variaciones de
tamafio absoluto de las células sino en la diferencia relativa entre las células activas e
inactivas. Utilizamos el programa Rstudio para generar gréficos de distribucion de

frecuencias para cada genotipo y también para generar gréficos de interaccion.
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Figura 15: clones en cuerpo graso. Se utiliz6 el sistema heat shock flipase para
generar parches de tejido con el driver activado (células en amarillo) dentro de un tejido
con el driver inactivo (células en blanco).
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Resultados

“‘And If | FLY
or if | fall,
least | can say

| gave it all”

Ru Paul
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Al comenzar la caracterizacion del mutante P[UAS]100B/ P[UAS]100B, la primera
caracteristica que llamo la atencion fue la incapacidad de producir adultos viables
homocigotas para la mutacion. Todos los individuos que poseen la mutacion llevan a su
vez un balancer. De esta forma, el primer paso para entender la funcién de la proteina
cuya funcién esta interrumpida en el mutante fue estudiar las caracteristicas de la larva
homocigota.

En la Figura 16 A-B se muestran dos curvas de crecimiento, la primera correspondiente a
larvas creciendo en un medio de agar-sacarosay la segunda correspondiente a un medio
de agar-levadura-sacarosa, lo que representa un enriquecimiento proteico en la dieta. En
ambos casos las larvas homocigotas mutantes mueren a las 72 horas post ovipuesta y, si
bien en el medio rico en proteinas alcanzan un tamafio mayor hacia el final de su vida, en
ambos casos quedan muy por debajo del tamafio de las larvas controles. Para saber en
que estadio larval mueren estas larvas, se procedi6 a retirar los ganchos larvales (Figura
16D) y compararlos con los ganchos larvales del control (Figura 16C) y los encontrados
en literatura (Figura 16E-F). Los controles muestran ganchos correspondientes a larva de
estadio 2, con la denticién multiple caracteristica, mientras que los homocigotas mutantes

mantienen el diente Unico de la larva de estadio 1.

Para evaluar si la muerte prematura, el pequefio tamano y el arresto del desarrollo se
explicaban por una reduccion en la ingesta, se realiz6 el experimento de la Figura 16F-J.
En la Figura 16F se muestran tres fotografias correspondientes a un experimento de
localizacién larval. Larvas de diferente genotipo (en este caso, homocigota control,
heterocigota mutante y homocigota mutante) fueron colocadas en placas de agar en
presencia de un parche de levadura coloreada de azul. Luego de una hora, tanto las
placas como las larvas individuales fueron fotografiadas. El objetivo de este experimento
fue evaluar si las larvas mutantes se encontraban dentro de la comida, como es de
esperar para una larva cuya principal actividad es ingerir alimentos para almacenar
energia y convertirse finalmente en adulto *%%, Tal como se observa en las fotografias
(Figura 16F) y en la cuantificacion correspondiente (Figura 16G) el porcentaje de larvas
encontradas fuera de la comida para las homocigotas mutantes es muy superior a lo
esperado para un control.

Es debido a este fenotipo en el cual las larvas fueron encontradas fuera del area
esperada que decidimos nombrar al CG6115 orsai (0si) y se utilizara esa nomenclatura de

ahora en adelante.
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Por otro lado, al fotografiar las larvas individuales (Figura 16H), y tal como se observa en
la cuantificacién correspondiente (Figura 161), las larvas de los tres genotipos evaluados
fueron capaces de ingerir una cantidad similar de colorante y, por tanto, de levadura. Esto
muestra que no se trata de un defecto a nivel estructural del aparato de alimentacion 32 o
a la integridad del intestino 3 que justifique la letalidad de las larvas mutantes. Sin
embargo, la diferencia es marcada a nivel poblacional, ya que a la totalidad de las larvas
control se las encuentra con colorante en el intestino, mientras que las larvas homocigotas
mutantes llegan al 60% de individuos sin colorante. Esta observacion, teniendo en cuenta
por un lado los resultados mostrados en la Figura 16F, y por otro un resultado previo de
nuestro laboratorio (Bernabd, tesis doctoral) de que las larvas homocigotas mutantes son
capaces de reaccionar ante estimulos olfatorios atractantes y movilizarse hacia ellos, nos
hace pensar que las larvas homaocigotas mutantes no ingieren comida no porque no
puedan reconocerla o no puedan movilizarse sino por otro motivo.

Un aspecto a considerar es que las larvas al moverse lo hacen con un movimiento de
fijacion al sustrato con los ganchos bucales 32 134 seguido de un movimiento de arrastre
del resto del cuerpo. Este movimiento lleva aparejado que las larvas ingieran el sustrato
por fuerza, so6lo para moverse. En otras palabras, es posible que la mitad de la poblacién
que azarozamente paso por sobre el parche de levadura haya ingerido comida mientras
que la mitad que no lo hizo no la ingirid, es decir las larvas homocigotas mutantes podrian

no mostrar un interés por la comida comparable a los controles.
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Figura 16: Las larvas homocigotas mutantes para osi sufren de arresto en el
desarrollo y no se alimentan. A. Las larvas mutantes para osi sufren una drastica
reduccion de su crecimiento. El grafico muestra el area de larvas crecidas en una placa
estandar de agar a 24, 48 y 72 horas, luego de lo cual las mutantes mueren. Las larvas
P[UAS]100B/ P[UAS]100B no llegan a aumentar su tamafio a lo largo del experimento. B.
Las larvas P[UAS]100B/ P[UAS]100B crecidas en un medio rico en proteinas mueren al
mismo tiempo que las crecidas en un medio sin proteinas. El grafico muestra el area de
larvas crecidas en placas ricas en proteina para 24, 48 y 72 horas luego de lo cual las
larvas mutantes mueren. En este caso las larvas mutantes alcanzan un tamafo final
mayor que en un medio sin proteinas, pero mueren al mismo tiempo. C-F. Las larvas
P[UAS]100B/ P[UAS]100B mueren es estadio L1. C. Fotografia representativa de los
ganchos bucales de una larva control a las 72 horas crecida en placa de agar. D.
Fotografia representativa de los ganchos bucales de una larva P[UAS]100B/ P[UAS]100B
a las 72 horas crecida en placa de agar. E. Esquema de ganchos bucales de larva estadio
2, mostrando 4 dientes medios. F. Esquema de ganchos bucales de larva estadio 1,
mostrando un unico diente medio. G. Imagenes representativas de larvas de 24 horas en
una placa de agar complementada con un parche de comida coloreada. H. Porcentaje de
la poblacion dentro (color liso) o fuera (patron) del parche de levadura coloreada. I.
Fotografias representativas de larvas individuales presentando un intestino coloreado
luego de ingerir pasta de levadura coloreada, mostrando que los tres genotipos
estudiados son igualmente capaces de ingerir comida, y que por tanto no existe un
impedimento relacionado a las estructuras de alimentacion o a la integridad del intestino
que justifique la letalidad. J. Cuantificacion del area coloreada sobre el &rea total muestra
que los tres genotipos son capaces de ingerir la misma cantidad de comida. Las larvas
que no ingirieron comida (intestino transparente) no fueron consideradas para la
cuantificacion. K. Cuantificacion de larvas que no ingirieron comida como porcentaje de
larvas no coloreadas sobre total de larvas. En todos los paneles las barras naranjas
representan controles (+/+), las barras grises P[UAS]100B/+ (+/-) y las azules
P[UAS]100B/ P[UAS]100B (-/-). En todos los paneles los graficos representan media +
error estandar de la media. Letras distintas indican diferencias significativas, p>0.05.

Una vez establecidas las caracteristicas basicas del desarrollo del mutante evaluamos
si el RNAIi expresado en un patrén ubicuo, en este caso utilizando la linea directora
actinaGal4, es capaz de reproducir los fenotipos de tamafio y sobrevida. En la Figura 17
se muestran las curvas de crecimiento para individuos que expresan el RNAi de osi en un
patron ubicuo creciendo en placas de alimento sin proteina (agar-sacarosa) y en alimento
proteico (agar-levadura-sacarosa). Junto a cada grafico se muestran fotografias de larvas
control (actinaGal4/+) y experimental (actinaGal4>0si*) en el primer punto de medicion,
a las 24hs post ovipuesta, y en el ultimo punto de la medicion, a las 96 hs post ovipuesta.
Luego de ese punto todas las larvas que expresan el osi"NA mueren. En los graficos

podemos observar que los fenotipos esperados para el mutante se repiten: las larvas
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mueren habiendo aumentado muy poco de tamafio incluso en una dieta rica en proteinas,
y antes de completar su desarrollo. La principal diferencia es que algunos individuos
logran sobrevivir hasta 24 hs mas que el mutante homocigota, aunque esto puede
adjudicarse a diferencias técnicas, debido a que es esperable que los mutantes posean
fenotipos mas potentes que los generados por la expresion de un RNAI especifico. De
este experimento concluimos que el osi"NA es capaz de fenocopiar al mutante y, sumado
al conocimiento previo del laboratorio de que esta construccion es capaz de disminuir
efectivamente los niveles de osi (ver Figura 8D), podemos afirmar que este RNAI es una

herramienta valida para continuar el estudio de la funcién de orsai.
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Figura 17: La disminucién de los niveles de osi generada por la utilizacién de un
RNAI en un patrén ubicuo fenocopia al mutante. A, F. Curvas de crecimiento para
larvas control (act/+) y tratadas (act>0si""") en placas de bajo contenido proteico (A) o
alto contenido proteico (F). Las mediciones fueron hechas a 24, 48, 72 y 96 horas post

ovipuesta, luego de lo cual las larvas tratadas mueren. B-E. Fotografias representativas

de lavas controles (B, D) o tratadas (C, E) 24 horas post ovipuesta (B, C) o a tiempo final,
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a 96 horas post ovipuesta (D, E); crecidas en placas de agar-sacarosa. G-J. Fotografias
representativas de lavas controles (G, I) o tratadas (H, J) 24 horas post ovipuesta (G, H) o
a tiempo final, a 96 horas post ovipuesta (I, J); crecidas en placas de agar-sacarosa-
levadura. Las barras de escala representan 1mm. En todos los paneles las barras
celestes representan controles (linea driver actinaGal4/+) y las barras violetas representan
las larvas con niveles disminuidos de osi en el patrén de actina (act>0si"*). En todos los
paneles los gréficos representan la media + error estdndar de la media. Letras distintas
indican diferencias significativas, p>0.05.

Una vez descriptas las caracteristicas basicas del mutante de orsai el siguiente paso
para la caracterizacion de su funcion fue intentar encontrar el tejido més restringido en el

cual la disfuncion de osi logra fenocopiar al mutante.

Esto es especialmente importante debido a que al tratarse de fenotipos tan fuertes y
pleiotrépicos como la muerte, necesitdbamos un escenario mas acotado para poder

resolver la verdadera funcion de la proteina.

Constitutive | Nervous system | Muscle | Tracheal system | Ring gland | Fat body
actin elav Mef2 btl P0203 pumpless
heat shock npf MHC SRF
8185 8816 8182
8764 Twist
2702

Tabla 6: Lineas drivers utilizados para evaluar los fenotipos provocados por la baja de
funcion de osi en diversos tejidos. Al bajar la funcion de orsai en el patron correspondiente
a los drivers que se encuentran en negrita, se generd un fenotipo explicado en las
siguientes secciones.

Este estudio se resume en la Tabla 6, la cual sera explicada a lo largo de las proximas
secciones. En primer lugar, cabe destacar que los tres drivers ubicuos que fueron
probados, tanto actina como heat shock y 8185 causaron muerte del 100% de las larvas.
El primer tejido especifico probado fue el sistema nervioso central, para descartar que la
muerte de los animales se debiera a un alejamiento de la comida provocado por una falla
en la comunicacion neuronal, por ejemplo una disminucién de las sefiales metabdlicas o
fisiolégicas que regulan el hambre *°, 0 una disfuncién de los circuitos neuronales que

integran las sefiales de hambre 3¢, Sin embargo, ninguno de los drivers utilizados
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fenocopiaron al mutante, a partir de lo cual se concluye que los fenotipos de alejamiento
de la comida y posterior muerte observados en el mutante no son consecuencia de la

disfuncién de orsai en el sistema nervioso central.

En segundo lugar, utilizamos drivers de diferente tipo de masculo. Agquellos tales como
MHC o twist, que se expresan en musculo esquelético o se expresan sélo en embrion no
lograron fenocopiar al mutante. Sin embargo, los drivers mef2, 8182 y 2702 si lo hicieron.
Continuamos la caracterizacion de los fenotipos provocados por la bajada de funcion de
osi en musculo utilizando el driver mef2 debido a que los otros drivers utilizados son
enhancer traps y por tanto son construcciones menos caracterizadas.

El interés particular de utilizar drivers de muasculo, especialmente de musculo involucrado
en la movilidad estructural, esta dado porque los fenotipos del mutante podrian explicarse
por una falta de capacidad de absorcion de alimentos, o por una falla estructural que
impidiera que los musculos crecieran apropiadamente. A partir del experimento anterior
(Bernabd, tesis doctoral, experimento de olfacion y respuesta a estimulos olfativos
atractantes) lo que si sabemos es que los mutantes no tienen, al menos durante las
primeras 24 hs de vida, problemas de movilidad, con lo cual no es ese el origen de su
muerte.

El driver mef2 se expresa principalmente en musculo visceral y somatico post embrionario
(principalmente el musculo contractil del intestino y de la pared corporal), aunque también
se ha descripto en cuerpo graso y algunas poblaciones neuronales (de acuerdo a
flybase). Al utilizar el RNAI de osi en este contexto, se observa que la letalidad de las
larvas es completa, pero logran sobrevivir dos dias mas que las larvas que expresaban el
RNAI de osi en un patrén ubicuo. Este experimento no fue realizado las veces necesarias
como para realizar una estadistica correcta, pero observando la progresion del areay las
fotos representativas de la Figura 17B podemaos concluir que las larvas llegan a crecer
hasta un tamafio mayor que las mutantes homocigotas, sin embargo, no alcanzan los
niveles del control y no logran sobrevivir.

Para profundizar el estudio del fenotipo provocado en intestino se analizaron imagenes de
microscopia electrénica que se realizaron en larvas heterocigotas y homocigotas
mutantes de 72 horas de vida. El objetivo de la serie de imagenes de microscopia
electronica con los genotipos mencionados que seran mostradas a lo largo de esta tesis
fue comparar un individuo afectado pero que sobrevive (heterocigota mutante) respecto
del individuo afectado al punto de morir a causa de su deficiencia (homocigota mutante).

En el panel C se muestra una fotografia de una larva heterocigota en la cual se sefiala en
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azul la seccion del musculo correspondiente a la mayor parte del citoplasmay las
organelas, mientras que en rojo aparece la seccion de la célula correspondiente a las
fibras contractiles. En los paneles D y E se puede comparar la estructura de los masculos
de un individuo mutante, la cual es Unicamente fibras contractiles. Se observa en el
mutante los musculos hipotrofiados y el aparato contractil reducido. Por otra parte, los
musculos no estan correctamente apoyados en la membrana basal intestinal y poseen
una forma mas irregular que los masculos de individuos heterocigotas.

Esto nos permite sefialar una diferencia clara entre los musculos de los individuos, tanto
con respecto a la morfologia de la célula muscular en si como en cuanto a su adhesion a
la membrana basal, todo lo cual es plausible de tener consecuencias negativas para la
funcién intestinal, provocando al menos parte de los fenotipos observados. Ahora, si esto
es la causa o una consecuencia de un problema subyacente, en este punto alin no puede
ser dilucidado.

Todas las imagenes de microscopia electrénica fueron tomadas por Rafael Cantera,

Universidad de la Republica, Montevideo.
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Figura 18: La reducciéon de funcion de osi en musculo esquelético provoca
defectos de tamafio y crecimiento en larvas y atrofia muscular. A. Curva de
crecimiento para larvas control (mef2/+) y tratadas (mef2>0si®™). Las mediciones fueron
hechas cada 24 horas hasta las 144 horas, tiempo en el que todas las larvas mutantes
murieron y se completd la pupacion de todas las larvas control. Las barras celestes
representan las larvas control (mef2/+) y las violetas representan las larvas tratadas
(mef2>0si®™™"). B. Fotografia representativa de una larva control (izquierda, mef2/+) y
tratada (derecha, mef2>0si"™*) a punto final donde se manifiesta la diferencia de tamario
alcanzada. El experimento fue realizado en placa de agar-sacarosa. La barra de escala
representa 1mm. C. Fotografia de microscopia electrénica de transmision de la morfologia
esperada para el musculo asociado al epitelio intestinal de una larva de Drosophila. En
azul, la seccion citoplasmatica donde se encuentra la mayor parte de las organelas. En
rojo, la seccién correspondiente a las fibras contractiles. Mi: mitocondrias. My: miofibrillas
contractiles. ECM: matriz extracelular (lamina basal intestinal). D. Imagen de MEB del
musculo asociado al epitelio intestinal de una larva P[UAS]100B/+. Se observan los
sectores celulares citoplasmatico (flecha azul) y contractil (flecha roja). E. Imagen de MET
del musculo asociado al epitelio intestinal de una larva P[UAS]100B/ P[UAS]100B. Se
observa la seccion contractil del musculo reducida respecto del control (flecha roja) y no
se distingue la seccion citoplasmatica. Se observa deficiente adhesion a la lamina basal
intestinal.

El siguiente patron de expresion puesto a prueba fue el de breathlessGal4 (btiGal4), el
cual se expresa principalmente en traqueas, tanto durante el desarrollo como durante la
madurez de las mismas, aunque también se ha reportado su expresion en ciertos
precursores neuronales y gliales de la linea media (flybase.org).

El interés por este patron surgio de que es sabido que las larvas sometidas a hipoxia
(niveles de oxigeno debajo de los normales) inician un comportamiento de tipo
“wandering” ignorando la comida en busca de mayores niveles de oxigeno **'. La
hipotesis en este caso es que al disminuir los niveles de osi en las traqueas utilizando
btlGal4, si el fenotipo del mutante fuera ocasionado por un problema en la recepcion de
oxigeno ambiental, en ese caso las larvas mutantes estarian en condiciones de hipoxia
fisiolégica, y por tanto se esperaria que incurran en comportamientos de ignorar la
comida, y la muerte se asociara a la falta de alimentacién. Siguiendo esta linea de
razonamiento se realiz6 el mismo tipo de curva de crecimiento y encontramos que los
individuos con niveles disminuidos de osi en las traqueas lograban sobrevivir mas que los
mutantes y mas que los individuos con osi disminuido en un patrén ubicuo; sin embargo,
no llegan a crecer suficientemente en tamafio y finalmente mueren (Figura 19 A, B). La
diferencia en cuanto al tiempo de supervivencia podria atribuirse en principio a que el

patron de expresion del RNAi es més restringido/acotado, y por tanto también lo sera su
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efecto sistémico.

La confirmacién de que la disminucion de expresion de osi en el patrén de btlGal4
provoca disminucién de tamafio corporal seguido de muerte es alentadora para pensar
gue ese es un posible origen de los fenotipos observados. Sin embargo, para ahondar un
poco en esa posibilidad, se realizé un estudio de la morfologia de las traqueas. Es sabido
138 que las larvas mantenidas en hipoxia ramifican las terminales de sus traqueas para
intentar maximizar la incorporacion de oxigeno ambiental. En la Figura 19 C se muestra
la fotografia de un individuo control con traqueas normales en normoxia, esto es, con
ramificaciones definidas y troncos dorsales macizos; mientras que en la Figura 19 D se
muestra un ejemplo 1% de un individuo control sometido a hipoxia, en el cual se
numeraron todas las ramificaciones extras de las ramas traqueales tipicas de la
exposicion a este tipo de condiciones ambientales.

Haciendo un andlisis de imagenes de las trAdqueas, segun se muestra en las fotografias 4
E, G, I, K,y sus respectivas cuantificaciones F, H, J, L, se puede observar que los
individuos tratados poseen una serie de defectos en su entramado de trdqueas: los
troncos dorsales o caudales se encuentran interrumpidos, las ramas dorsales aparecen
Unicas o triples cuando lo normal es encontrar dos; varias secciones se encuentran
colapsadas tanto de los troncos dorsales como del tronco caudal; las ramas dorsales no
llegan a tocarse y giran sobre si mismas al crecer sin contacto con la rama lateral
correspondiente. En este experimento se utilizaron no sélo individuos controles portando
Unicamente el driver, sino también individuos mef2>o0si"™". Estos individuos fueron
incorporados al experimento debido a que el patron de mef2 se describié en ciertos
grupos de traqueas, y ya hemos comprobado que la disfuncién de osi en el patrén de
mef2 provoca letalidad. Si esta Ultima es provocada por los defectos traqueales, es de
esperar que los individuos mef2>0sifNA posean el mismo tipo de defectos que aquellos
btl>osi®NA, Sin embargo, esto no es asi. Tal y como se observa en las cuantificaciones
correspondientes (Figura 19 E, G, |, K) estos individuos tienen defectos traqueales en
proporciones similares al control. Eso significa que la letalidad provocada por la bajada de
funcion de orsai en estos patrones de expresion no esta provocada por el mismo efecto a
nivel de tejido.

Por otra parte, a pesar de los defectos estructurales encontrados en los individuos
btl>0si®MA, no se encontraron terminales dorsales ramificadas como se espera de un
individuo en hipoxia, lo que sugiere que o bien los individuos con disfuncion de orsai no se

encuentran en estado de hipoxia fisiolégica o bien son incapaces de sensar o de
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responder a la reduccién de oxigeno.

Para dilucidar este ultimo punto, utilizamos un driver de tip cells para desregular la funcién
de osi exclusivamente en las células encargadas de sensar la falta de oxigeno y
responder iniciando la cascada de ramificacion dependiente de btl. Al utilizar este driver
los animales sobrevivieron y llegaron a adultos normalmente (datos no mostrados). Con
estos resultados concluimos que los efectos de letalidad de la bajada de funcién de osi en
el patrén de traqueas no estan provocados por una situacion de hipoxia fisiolégica.

56



A B btl>

+ 0OSjiRNAI

area (mm2)
o o
- (=]
L 1

o
(%)
L

20+

154

104

tronco dorsal interrumpido (%)
rama dorsal unica o triple (%)

/mef I+ /mef /ol

>dCI’;OSiRNAi >dcr;osiRNAi

204 ! g159 K
& Y
= ©
£15 4 o
@ ©
w10 =

= 10 <
) 8
s @
8 &

0 - o0 4

I+ /mef

>dcr;0siRNAi

I+ /mef /btl

>dcr;0siRNAI

Figura 19: La bajada de funcién de osi en traqueas provoca fenotipos
estructurales, pero no hipoxia fisiolégica. A. Curva de crecimiento de larvas control
(btl/+) y tratadas (btl>0si®™™). Las mediciones fueron hechas cada 24 horas hasta las 120
horas, tiempo en el que todas las larvas con niveles reducidos de osi murieron. Las larvas
control completaron su pupariacién antes de este punto. B. Fotografia representativa de
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una larva control (izquierda, btl/+) y tratada (derecha, btl>o0si®™*) a punto final donde se
manifiesta la diferencia de tamafio alcanzada. El experimento fue realizado en placa de
agar-sacarosa. Las barras celestes representan las larvas control (btl/+) y las barras
violetas las tratadas (btl>osi®™"). La barra de escala representa 1mm. C. Imagen
representativa de una larva control en normoxia, presentando troncos dorsales sélidos y
ramificaciones normales. D. Imagen tomada de Centanin et al. 2008 **® mostrando dos
ramas laterales ramificadas segun lo esperado en hipoxia (5%02). E, F. Porcentaje
alcanzado de interrupciones en el tronco dorsal para cada uno de los genotipos
analizados (E) y fotografia representativa (F). G, H. Porcentaje alcanzado de ramas
dorsales Unicas o triples (cuando lo esperado es una por lado, es decir, dos totales) para
cada uno de los genotipos analizados (G) y fotografia representativa (H). |, J. Porcentaje
alcanzado de colapso del lumen para cada uno de los genotipos analizados (I) y fotografia
representativa (J). K, L. Porcentaje alcanzado de ramas dorsales no conectadas para
cada uno de los genotipos analizados (K) y fotografia representativa (L).

Continuando con la caracterizacién de los fenotipos provocados por la disminucién de
osi en tejidos acotados, se desreguld su expresion en la glandula del anillo utlizando el
driver p0206Gal4, el cual se expresa en glandula protoracica y corpus allatum tal como se
muestra en el esquema de la Figura 20 A (de acuerdo a flybase). Este patron de
expresion fue considerado debido a la caracteristica de las larvas homocigotas mutantes
de no mudar. Esto llevé a pensar que la disfuncion de orsai estaba afectando la
produccion de hormonas de la muda. Para evaluar esta posibilidad utilizamos el RNAI de
osi bajo la direccion de la linea p0206Gal4 esperando encontrar el fenotipo del mutante de
larvas pequefias y letalidad temprana. Sin embargo, las larvas con orsai disminuido en el
patrén de p0206 llegan a vivir hasta 13 dias en estadio larval 1, luego de lo cual mueren,
habiendo alcanzado el tamafio esperado de una larva 3. En la Figura 20 B se muestra
una larva L3 control, la cual luego de alrededor de 10 dias ya ha pupado y convertido en
adulto; mientras que a su lado vemos una larva L1 de tamafio comparable.

Como experimento complementario planteamos la posibilidad de complementar con
ecdisona la comida de las larvas y asi evitar cualquier posible bloqueo que esas vias
pudieran tener. Para esto realizamos un experimento de complementacion con 20-
hidroxiecdisona, la forma fisiolégicamente activa de la ecdisona, en una concentracion
gue segun la literatura es suficiente para revertir fenotipos de muda causados por
insuficiencia hormonal 126, En el transcurso del experimento (datos no mostrados) los
animales controles mudaron y puparon antes de lo esperado (7 dias hasta el final de la
pupariacion respecto de 10 dias esperados sin complementacdén hormonal) mientras que
los individuos mutantes homaocigotas no sobrevivieron ni mudaron. De esta forma

descartamos que la ausencia de muda se debiera al menos exclusivamente a una
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incapacidad de producir el pico hormonal necesario.

Al mismo tiempo, considerando el papel que el hierro juega en la sintesis de las hormonas
de la glandula protoracica % 3° y el hecho de que las proteinas LYR pueden estar
involucradas en la biogénesis de los cofactores Fe-S 81140-143 |os cuales, cuando fallan,
bloguean la produccién de ecdisona y con ella la muda, evaluamos si la adicion de hierro
a la comida en una concentracién que se ha probado util para revertir este tipo de
deficiencias 1?6, para averiguar si una deficiencia en su absorcién o utilizacién era la
responsable de la falta de muda y sobrevida. Sin embargo la adicion de hierro a la dieta
no fue suficiente para revertir el fenotipo observado.

Teniendo en cuenta estos datos concluimos que la funcion primordial de orsai no parece

asociarse a la fabricacion de hormonas de la muda.

A

[l corpora allata - hormona juvenil
- gléndula protoracica - ecdisona

[ corpora cardiaca - PTTH

Figura 20: La disfuncién de orsai en la glandula del anillo se asocia a larvas de
estadio 1 de gran tamafio. A. Esquema de la glandula del anillo mostrando sus
divisiones principales y las hormonas que produce cada una. B. Fotografia representativa
de una larva control estadio 3 (izquierda, p0206/+) y tratada de estadio 1 (derecha,
p0206>0sif™A).

Por ultimo, se utilizé el driver pplGal4para disminuir la funcién de osi en cuerpo graso
(de acuerdo a flybase). Teniendo en cuenta el posible papel de osi en la regulacion
metabdlica, y que el crecimiento larval, asi como la muda, estan fuertemente regulados
por la funciéon del cuerpo graso, se intent6 estudiar si disfuncion de orsai en este 6rgano
(equivalente al higado de mamiferos) era suficiente para recapitular los fenotipos del

mutante. En este caso se obtuvo letalidad en el 100% de los individuos en una condicién
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de funcionamiento exacerbado de la maquinaria de silenciamiento (por coexpresion de
Dicer2, la enzima limitante) y del 80% en ausencia de dcrll. En ambos casos las larvas
llegaron a mudar e incluso algunas iniciaron la pupariacion, pero no pudieron completarla

(datos no mostrados).

Tomando estas caracterizaciones en conjunto, concluimos que alterar la funcion de
ORSAI en distintos tipos celulares y tejidos se asocia a fenotipos relacionados con la
funcién de cada uno de ellos, lo cual sugiere una expresion ubicua y una funcion muy

basica.

Para comenzar la caracterizacion de la funcion celular de orsai comenzamos por
realizar tinciones de inmunohistoquimica para definir su localizacion tanto a nivel de tejido
como subcelular. Para esto utilizamos dos variantes de anticuerpos realizados en el
laboratorio, uno que reconoce la regién C-terminal de la proteina y otro que reconoce la
region N-terminal de la proteina. En todos los casos evaluados, ambos anticuerpos
reportaron el mismo patron de expresion.

La Figura 21 A representa un corte longitudinal de una larva, sefialando la ubicacién
anatomica de las fotografias expuestas en B-G.

En el primer panel (Figura 21B) se observa una foto de la pared corporal de la larva. En
el canal blanco se observa OSl y en el canal rojo anti-ACTININA, el cual es un marcador
de lineas Z musculares. En esta foto se puede observar que OSI se expresa en musculos
con un patron bandeado similar pero no coincidente con el patron para ACTININA.

En el panel C se muestra la localizacion nuclear de la proteina OSI (blanco) en el sistema
digestivo, especificamente en intestino y tubulos de Malpighi.

En el panel D se muestra la localizacion de OSI (en blanco) en contexto de la expresiéon
de lamGFP, la cual es una proteina de la membrana nuclear fusionada a GFP. En este
caso se observa que la sefial del canal blanco se encuentra contenida por la sefial verde
(la envoltura nuclear) corroborando asi la localizacion nuclear descripta anteriormente.
Por otro lado, en el cuerpo graso de la larva, OSI muestra una localizacién ubicua y se la
detecta tanto en el nucleo como en el citoplasma (panel E).

En el panel F se muestra un detalle del intestino de la larva, donde se puede apreciar que
OSl localiza en los nucleos de las células epiteliales y de las células madre intestinales.
En el panel G se muestra el detalle de una célula mostrando en el canal blanco OSI
nuclear y en el canal verde mitoGFP, la cual es una proteina mitocondrial marcada con

GFP, en donde se ve que OSI no colocaliza en mitocondrias.
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Teniendo en cuenta estos resultados proponemos que ORSAIles una proteina con funcion
principalmente nuclear, si bien no hemos explorado la posibilidad de que su localizacién
esté regulada especificamente (fenémeno conocido como shuttling 144). Alternativamente,
OSI podria cumplir distintas funciones dependiendo del compartimiento celular donde se
localiza, el cual a su vez puede estar regulado por condiciones externas (fenémeno

conocido como moonligthing 14>147,

Teniendo en cuenta la variedad de tejidos en la cual la disfuncién de orsai generd un
fenotipo de magnitud, era de esperar que la proteina fuera hallada en numerosos tejidos.
Por otra parte, debido a lo que se sabe de las proteinas LYR, era lo mas esperable
encontrar a OSI en las mitocondrias. Sin embargo, se la encontrd principalmente en
nucleo, y si bien en algunos tejidos se la encontré también en citoplasma, en ningun caso
parecio localizar en mitocondrias. Para verificar esta observacion, se empled Mitotraker
Red, el cual tifie mitocondrias y se acumula en funcion del potencial de membrana. En la
Figura 21 H se observa la disposicion del Mitotraker Red en cuerpo graso y en la 6-1 el
patron de OSI, tanto en nucleo como en citoplasma, excluyendo la sefial de Mitotraker
Red. Este resultado permite concluir que orsai no se encuentra en mitocondrias a pesar

de ser parte del complejo de proteinas con dominio LYR.
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Figura 21: la localizacion subcelular de OSI es regulada de forma tejido
especifica. A. Esquema de un corte sagital de una larva. Las letras muestran la
localizaciébn anatémica de las imagenes correspondientes. B. OSI| localiza en el
citoplasma de los musculos esqueléticos de la pared corporal, pero su patrén (canal
blanco) no co-localiza con el patron de banda Z (canal rojo, anti-ACTININA). C. En el
tracto digestivo, OSI es nuclear. Se muestra una imagen de la localizacién en epitelio
intestinal y tibulos de Malpighi (canal blanco). D. Imagen muestra lamGFP (una proteina
de membrana nuclear marcada con GFP) en verde. La sefial de OSI (canal blanco) esta
localizada dentro de la sefial verde, esto es, dentro del ndcleo. E. En el cuerpo graso, OSI
es encontrado en el nucleo y en el citoplasma formando un patron reticulado (canal
blanco). F. Detalle de una fotografia del epitelio intestinal donde se observa que OSI
(canal blanco) localiza en el nucleo de las células y también en las células madre del
intestino. G. Imagen del tracto digestivo mostrando mitoGFP (una versiébn marcada con
GFP de una proteina mitocondrial) en verde. No se encontré co-localizacion con OSI. Las
barras de escala representan 10um (B), 50 um (B, C, D, E) 0 5 pm (G). H-I. Tincién con
Mitotraker Red muestra que la sefial de OSI es excluyente de las mitocondrias. H. sefal
de Mitotraker Red. I. sefial de OSI. J. sefial de faloidina, marcando los limites celulares. K.
union de los canales H, | y J. La barra de escala representa 50 pum.

Sin embargo, existen proteinas LYR nucleares estan relacionadas a programas
metabdlicos, principalmente como reguladores de las funciones mitocondriales y de
control de flujo de determinados metabolitos a la cadena respiratoria 778287 Teniendo en
cuenta esta posibilidad analizamos las fotografias de microscopia electrénica, esta vez
para analizar potenciales fenotipos mitocondriales. Si la falta de OSI redunda en una
deficiente regulacion, es esperable que las mitocondrias tengan ciertos defectos
estructurales o morfolégicos. Efectivamente, en la Figura 22 A-B se puede comparar en
la misma escala la fotografia de mitocondrias heterocigotas respecto de mitocondrias
homocigotas (mutantes). Las cuantificaciones de tamafio en cuanto a largo, ancho y area
mostradas en la Figura 22 C-E verifican que, como era esperado, las mitocondrias de los
animales mutantes homocigotas son mas pequefas y mas ramificadas que las
heterocigotas, lo cual sugiere un desbalance en la tasa fision/fusion hacia la fusién (los
datos colectados como imagenes estaticas no permite definir en forma categérica si uno
de los procesos esta mas afectado que el otro).

Paralelamente, se realizaron ensayos de medicion de ATP mitocondrial y de especies
reactivas de oxigeno (ROS). Estos experimentos arrojaron que los animales homocigotas
mutantes tienen fuertemente reducidos sus niveles de ATP mitocondrial y elevados los
ROS a mas del doble respecto de un individuo control. Tomados todos estos resultados
en conjunto podemaos concluir que los mutantes para OSI tienen un funcionamiento

mitocondrial deficiente y problemas morfologicos de dichas organelas. En este punto aun

63



falta definir si la bajada de funcién de OSI provoca una incapacidad de las mitocondrias
de llegar a sus dimensiones esperadas y esto provoca un funcionamiento deficiente o si,
en cambio, el funcionamiento deficiente y los altos niveles de oxidacion provocan como
respuesta fisioldgica un aumento de la fision mitocondrial como un intento de
compensacion. Cabe destacar que no se encontraron mitocondrias hinchadas!*, que es
algo que suele ocurrir en casos de mal funcionamiento mitocondrial y que puede sefalar
muerte celular por apoptosis. Otro aporte interesante es que en el laboratorio se ha
demostrado (datos no mostrados) que la disfucnién de orsai no afecta los complejos
mitocondriales en cuanto a masa o ensamblado, debido a que en geles nativos se

encuentran todos los complejos, en cantidades comparables a los controles.

1C 159 D
a
044, —1— a
T E T
E g 1.0-
o b 2
o 0.2 ‘S
£ 2 0.5 b
© o
-6 - ] -
0.0 : 0.0 T
+- v +- -
G H
031 E 04 F 1.5+ a @ 4-
a B T O b
T g p © 3
N v 0.3 @ %
E 0.2_ S -8 1 .0' »
= [} g g
= © = 2 2
8 b .,,_zk_’ 0.2 % %
< 0.1 £ 0 0-5 b = 2
< 0.1+ % 3 14 —t—
a .Z - m
: 2
0.0 , 0.0- 0.0 T 0 T
+- " +/- -/- ++ /- +/+ --

Figura 22: Los niveles reducidos de orsai se asocian con alteraciones
mitocondriales de forma y funcién. A, B: Imagenes representativas de microscopia
electrénica de transmision de larvas de 72 horas AEL heterocigotas y mutantes
homocigotas. Ambas imagenes fueron tomadas del mismo tejido: células epiteliales del
intestino. Las barras de escala representan 100nm. Las larvas homocigotas mutantes
poseen mitocondrias mas pequenfas, tal como se muestra en C, D y E. C-E. Cuantificacion
del diametro (C), area (D) y numero de ramificaciones (E) mitocondriales para larvas
heterocigotas y mutantes homocigotas. Las ramificaciones indican procesos de
fision/fusién. G. Produccion mitocondrial de ATP normalizada por unidad de proteina y
relativa al promedio del control. Los individuos homocigotas mutantes producen menos de
la mitad del ATP mitocondrial por unidad de proteina que los controles. H. Niveles de ROS
detectados por fluorescencia utilizando DHE en larvas de 24 horas AEL. Mediciones
normalizadas al promedio del control. Las larvas homocigotas mutante tienen un nivel de
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ROS de hasta 3 veces el control. En todos los paneles las barras naranjas representan los
controles (+/+), las barras grises P[UAS]100B/+ (+/-) y las azules
P[UAS]100B/P[UAS]100B (-/-). En todos los paneles los gréficos representan la media +
error estandar de la media. Letras distintas indican diferencias significativas, p>0.05
Dada la localizacion de ORSAI principalmente nuclear, decidimos analizar los nucleos

de las células mutantes utilizando las fotografias de microscopia electrénica. En la Figura
23 A-B se comparan a igual escala los nucleos de células de epitelio intestinal de
individuos heterocigotas y homocigotas mutantes. Como puede apreciarse en las
cuantificaciones ubicadas en los paneles C-F, tanto los nicleos como los nucleolos de las
células homocigotas mutantes son mas pequefios que sus controles, lo cual podria

sugerir un arresto en la endorreplicacion a causa de la deficiencia metabdlica 149153,

Para ahondar en esta posibilidad se evalué si los fenotipos observados en el tamafio
del nacleo se repiten a nivel de célula, para distinguir entre defectos estructurales
puntuales de ciertas organelas o un impedimento del crecimiento general de la célula, que
podria asociarse a un defecto de crecimiento o de un arresto del mismo provocado por el
desbalance metabdlico.

Debido a que el aumento utilizado en microscopia electrénica no permite evaluar el
contorno celular, se emple6 el RNAI de osi para bajar su funcion en el cuerpo graso,
utilizando el driver pplGal4, que se expresa en este drgano. Este tejido fue elegido debido
a que conociamos que la disfuncion de orsai en este tejido afecta la viabilidad, y porque el
cuerpo graso esta formado por una monocapa de células de morfologia fuertemente
regular lo cual lo convierte en el modelo de eleccion para el estudio de modificaciones al
tamafio o forma de la célula.

En el panel G, H (Figura 23) podemos comparar el cuerpo graso de un individuo control
(expresando Unicamente el driver) y un individuo con osi disminuido especificamente en
cuerpo graso. Las cuantificaciones de los paneles | — K nos muestran que los nicleos son
mas pequefios, repitiendo lo observado por microscopia electrénica, como asi también la
célula toda; pero la relacién entre ambos compartimentos se mantiene, lo cual hace
pensar que los fenotipos observados no se deben a un problema de una organela en

particular sino a que la célula se encuentra comprometida.
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Figura 23: Niveles reducidos de osi provocan defectos en el tamafio nuclear y
celular. A, B. Imagenes representativas de MET de células epiteliales del intestino de
larvas de 72 horas AEL heterocigotas (A) y homocigotas mutantes (B). Las larvas
homocigotas muestran un nucleo de morfologia interna normal y organizacion subcelular
normal. Las barras de escala representan 2 um. C, D. cuantificacion del diametro (C) y
area (D) nuclear. Ambos se ven reducidos en individuos homocigotas mutantes. E, F.
cuantificacién del diametro (E) y area (F) nucleolar. Ambos se encuentran reducidos en
los individuos homocigotas mutantes. G, H. Imagenes representativas del cuerpo graso de
larvas de estadio 3 expresando Unicamente el driver ppl/+ (G) y expresando el RNAi de
osi bajo el promotor de ppl (H). Las barras de escala representan 10 um. |. cuantificacion
del tamafio nuclear muestra que las larvas expresando osi"™ poseen nucleos mas
pequefios que el control. J. cuantificacion del tamafio celular. Larvas expresando el osi®N
muestran un tamafo celular reducido. K. La relaciéon ndcleo/célula muestra que no hay
diferencias entre los genotipos. En los paneles A-F las barras grises representan larvas
P[UAS]100B/+ (-/+) y las azules P[UAS]100B/ P[UAS]100B (-/-). En los paneles G-K las
barras celestes representan larvas expresando Unicamente el driver ppl/+ y en violeta las
larvas expresando el osif™" en patrén de pplGal4. En todos los paneles los gréaficos
representan la media * error estandar de la media. Las letras distintas indican diferencias
significativas, p>0.05.

Una posible interpretacion para las observaciones descriptas es que la disfuncion de
orsai afectara a su vez el nimero de células, lo cual podria contribuir a un defecto de
tamaiio.

Para analizarlo en profundidad se redujeron los niveles de OSI en el ala, otro de los
modelos de eleccion para el estudio de tamafio y nimero celular. Utilizamos el driver
MS1096Gal4 que dirige la expresion a la seccion dorsal del disco de ala. El objetivo de
utilizar este driver es que permite comparar el niumero y forma de las células de la seccién

dorsal con la seccion ventral que permanece inalterada. Sin embargo, la expresion del
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RNAI de osi dispar6 efectos tan penetrantes que impidieron obtener imagenes que
permitieran la cuantificacion. En la Figura 24 pueden observarse las alas control
(izquierda) y expresando el RNAI de osi (derecha). La magnitud del fenotipo impidio

continuar con este modelo celular.

MS1096>
[+ der-osi ™A

Figura 24: La expresion de osi®NA en la region dorsal del disco de ala provoca un
fenotipo aberrante. Derecha. Individuo adulto expresando Unicamente el driver
MS1096/+. Izquierda. Individuo adulto expresando MS1096>0si®™*. Las alas se
encuentran totalmente plegadas haciendo imposible cualquier comparacion.

Para caracterizar en profundidad el rol celular de osi nos enfocamos, finalmente, en el
cuerpo graso.

Para esta etapa se emplearon clones mitéticos (ver materiales y métodos). Esta técnica
permite estudiar fenotipos celulares en contexto del tejido funcional. Luego de una puesta
a punto que requirié principalmente definir la ventana temporal (etapa del desarrollo) y
duracién de la induccién por calor se selecciond la induccién por 5 minutos, que permite
evaluar suficientes clonesen un contexto donde la mayor parte del tejido continla siendo
wild type. En la Figura 25 se observan imagenes representativas de disecciones
realizadas cada 24 hs donde queda en evidencia el avance del fenotipo celular de las
células con bajos niveles de orsai. Tanto a 24 hs (Figura 25A) como a 48 hs (Figura 25B)
las células que expresan el RNAI de osi siguen siendo similares a las células controles
tanto en forma como en tamafio. Sin embargo, a las 72 horas (Figura 25C) las células
con bajos niveles de osi son incapaces de mantener la estructura hexagonal tipica de las
células de cuerpo graso, y al llegar a las 96 hs (Figura 25D) éstas ya tienen forma

ahusada y un tamafio reducido. Mas alla de este punto horario, los animales comienzan a
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pupar, y no fue posible encontrar clones que sobrevivieran hasta estadios adultos (datos
no mostrados).

Con este experimento se pudo concluir que la funcién de orsai es autbnoma de célula,
debido a que sélo las células que expresaban el RNAi de osi mostraban un fenotipo
deletéreo. Adicionalmente, el modelo de cuerpo graso puede ser considerado un buen
modelo para ahondar en la funcién celular de orsai. A partir de este momento, todas las
figuras de cuerpo graso mostradas corresponden a disecciones hechas a las 72 horas
post induccién por temperatura por 5°a 37°C.

Figura 25: El crecimiento celular deficiente provocado por la bajada de funcién
de orsai es autébnomo de célula. Las imagenes muestran la progresion del crecimiento
de las células de cuerpo graso en células expresando (amarillas) y no expresando el
osifA' Estas imagenes fueron tomadas cada 24 horas luego del pulso de calor y hasta la
pupariacion. En violeta, faloidina marca los limites celulares. Las barras de escala
representan 20 pm.

Una vez determinado el modelo para continuar el andlisis, se combingé la
desregulacion de osi en contexto de la de dos de los principales reguladores de la via de

TOR, PTEN y AKT, para evaluar el aporte de la via més candnica de control de
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crecimiento celular sobre el fenotipo provocado por la falta de funcion de osi. Utilizamos
un RNAI para disminuir los niveles de pten y un aktVAS para aumentar la expresion de
AKT. En ambos casos, el objetivo es forzar la via de TOR a promover el crecimiento
celular (revisado en %),

A su vez, testeamos la coexpresion del osi®™A' junto con SODIIVAS, superdxido dismutasa
para evaluar si el tamafio reducido de las células con baja funcién de osi puede ser al
menos parcialmente rescatado por la funcion quelante de oxidantes de la SODII.

En la Figura 26 B-H se representan fotografias representativas del cuerpo graso de
individuos que expresan las distintas construcciones junto al correspondiente gréfico de
distribucién de frecuencias de tamafios (en color se indican los clones “activos”, en gris,
los inactivos). En el panel B se observa la imagen y cuantificacién correspondiente para
individuos expresando las construcciones indicadas.

La primera observacién que llama la atencién es que ni la sobreexpresion de AKT ni la
reduccién de niveles de PTEN, que se asocian a la activacion de la via de TOR, dieron
origen a células de mayor tamafio que los controles. Sin embargo, las cuantificaciones
revelan que, salvo una pequefia tendencia en las células que tienen activo el RNAi de
pten, son indistinguibles de los controles. Nuevamente, al considerar las distribuciones de
frecuencias para las células co-expresantes, vemos que tanto aquellas que poseen el
RNAI de osi Unicamente o aquellas que co-expresan el SODIIYAS y el aktUS tienen el
mismo rango Yy disposicion de frecuencias. Aquellas que co-expresan el pten® A junto con
el osifVA' tienen una distribucion mas homogénea de frecuencias, con un pico maximo
mas cercano a la frecuencia maxima del control, pero no llega a verse un rescate del
fenotipo sino mayor variabilidad en el tamafio celular de la poblacion.

En la Figura 26 A se presenta el promedio de las medias de las células activas e
inactivas para cada fenotipo. Lo primero a destacar es que la media de las células
inactivas de todos los genotipos coincide, y es a su vez estadisticamente igual que la
media de las formas activas de los individuos sin RNAi de osi. En segundo lugar, la media
de las células que expresan co-expresan aktVS, pten®NA o0 SODIIYAS junto con el osifNA
son equivalentes a la media de las células que expresan Gnicamente osiRNA,

Esto nos muestra que, a pesar de las diferencias observadas en la distribucion de
frecuencias, estadisticamente no se observa la suficiente separacion entre los grupos.
Esto puede deberse a que, por un lado, la via de TOR esta fuertemente regulada por las
células para evitar un crecimiento anormal. Por otro lado, puede deberse a que la fuerza

de las construcciones no sea equivalente a nivel bioldgico, y que la desregulacion de orsai
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no pueda ser compensada Unicamente por la bajada de pten o la subida de akt, y requiera

la desregulacion de un factor adicional.

Una posibilidad relacionada con esta Ultima es que no funcionard intentar forzar a crecer

a un sistema tal como la célula con osi disminuido que metabdlicamente no est4 en

condiciones de afrontar el gasto.
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Figura 26: la activacién de la via de TOR no es suficiente para revertir el fenotipo
de tamafio reducido de los clones con osi disminuido. A: Gréafico mostrando el
promedio de area normalizada para células de cuerpo graso en clones inactivos (in) o
activos (act) para los genotipos indicados. Se muestra media * error estdndar de la media.
Las letras distintas indican diferencias significativas, p>0.05. B-H paneles izquierdos:
distribuciéon de frecuencias de tamafio de células de cuerpo graso en los cuales la flipasa
se encontraba activa (color) o inactiva (gris) para el genotipo indicado. B-H paneles
derechos: fotografias representativas de células de cuerpo graso de individuos
correspondientes a los genotipos indicados. Todas las fotos muestran faloidina (canal
violeta) marcando limites celulares. Los clones expresando las construcciones de interés
expresan un marcador fluorescente y por tanto aparecen en amarillo. Las barras de
escala representan 20 pum.

Teniendo en cuenta las resultados recabados a nivel morfolégico y metabdlico, y la
informacion bibliogréafica disponible respecto de las predicciones de funcién para orsai,
junto con la publicacion de un paper que echa luz sobre la funcién de putativo homaologo
humano, LYRmS5 *%; decidimos construir una linea LYRM5YAS que permitiera expresar en
Drosophila esta construccion (disefiada por el Dr. Juan | Romero).

En la Figura 27 encontramos fotografias representativas y graficos de distribucion de
frecuencias para las células de cuerpo graso activas e inactivas que expresan una serie
de construcciones de interés: osi®™ (Figura 27B), osi*™ (Figura 27C), osi™; osi®™A
(Figura 27D), LYRmM5YS (Figura 27E) y LYRmM5YAS; osif™A (Figura 27F).

La construccién osisM refiere a “mutacion silenciosa” y genera una hebra de mRNA con
mutaciones silenciosas que interfieren con el apareamiento/reconocimiento de la
magquinaria de RNAI (es, por lo tanto, una version de osi resistente al RNA de
interferencia), el cual fue utilizado como control de especificidad. Lo que se observa en la
cuantificacion de la Figura 27 A es que, en primer lugar, las medias de las células
inactivas coinciden para todos los genotipos; en segundo lugar, que las medias de las
células activas coinciden para todos los genotipos excepto las que expresan Unicamente
el RNAI de osi. Esto significa que, en contraste con los resultados mostrados en la figura
anterior, al co-expresar osi*™ o LYRmD5, el area de las células vuelve a los valores del
control. Esto es especialmente importante en el caso de la sobreexpresion de LYRmS5, ya
gue logré revertir el fenotipo causado por la baja de funcion de orsai. Esto podria dar una

pista firme acerca de la funcién concreta de orsai a nivel celular.
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Figura 27: El tamafio celular reducido asociado a la disfuncion de osi es
rescatado mediante la expresion de la proteina humana Lyrbm. A: Grafico mostrando
el promedio de area normalizada para células de cuerpo graso en clones inactivos (in) o
activos (act) para los genotipos indicados. Se muestra la media = error estandar de la
media. Las letras distintas indican diferencias significativas, p>0.05. B-F paneles
izquierdos. Distribucion de frecuencias de tamafio de células de cuerpo graso en los
cuales la flipasa se encontraba activa (color) o inactiva (gris) para el genotipo indicado. B-
F paneles derechos. Fotografias representativas de células de cuerpo graso de
individuos correspondientes a los genotipos indicados. Todas las fotos muestran faloidina
(canal violeta) delimitando el contorno celular. Los clones expresando las construcciones
de interés expresan un marcador fluorescente y por tanto aparecen en amarillo. Las
barras de escala representan 20 pm.

Para verificar el alcance del rescate de la funcién de osi por expresion de la proteina

humana LYRM5 se expres6 LYRmM5YAS junto con osifNA' en el patron de pplGal4,
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obteniendo los resultados mostrados en la Figura 28. Llamativamente LYRmS revirtio la
letalidad causada por la disfuncién de osi casi al 100%. Cabe destacar que no se realizo
el mismo experimento en presencia de dcrll debido a que no logré obtenerse a tiempo la
recombinante necesaria.
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Figura 28: La expresion de la proteina humana LYRm5 revierte la letalidad
provocada por la baja de funcién de orsai en cuerpo graso. En violeta, porcentaje de
sobrevida para individuos expresando el RNAi de osi. En azul, porcentaje de sobrevida
para individuos co-expresando LYRm5. Letras diferentes representan diferencias
significativas con p<0.05.
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Discusion

“Many advances in the history of science occurred when
two aspects of nature, hitherto considered separate classes of
phenomena, were revealed as different aspects of the same

process or entity”
Lautaro Gandara
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Orsai, una nueva proteina nuclear fundamental para la supervivencia celular

Al comienzo de esta tesis nos encontrabamos frente a un mutante obtenido a partir de
un screen realizado con el objetivo de encontrar nuevos reguladores de procesos
neurodegenerativos. Este mutante demostré tener fallas del desarrollo que provocan la
muerte y un comportamiento poco comun respecto del alimento.

A lo largo de la caracterizacion aqui presentada, se encontré que el CG6115, renombrado
orsai, es el responsable de los fenotipos del mutante, pero su funcidén parece estar lejos
de lo que originalmente se esperaba.

Se ha visto que orsai es una proteina perteneciente a la superfamilia LYRm pero que no
ha sido encontrada en la mitocondria como la mayor parte de las proteinas de esta
familia, sino en el nicleo y, al menos en cuerpo graso, también se la encuentra formando
un reticulado citoplasmatico pero que aun asi no coincide con una localizacién
mitocondrial (Figura 21).

Se ha mostrado que la disfuncién de orsai provoca fenotipos complejos en el organismo
en funcion de en qué tejido ocurra dicha desregulacion (Figura 16-20), y se ha concluido
que esto se debe a que la funcion primordial de orsai esté involucrada con una funcién
celular clave para la supervivencia y correcto funcionamiento de la célula. Esta afirmacién
esta cimentada particularmente en los experimentos que se realizaron utilizando clones
en el cuerpo graso, que muestran que la reduccién de niveles de ORSAI dispara fenotipos
auténomos de célula que culminan en la inviabilidad de la misma (Figura 25).

Se ha mostrado, ademas, que disminucién de niveles de orsai provoca una disminucién
de la produccién de ATP mitocondrial y un fuerte aumento de los radicales libres, junto
con una disminucién del tamafio mitocondrial a las 72 horas AEL. Estos fenotipos
metabdlicos parecen ser sélo la punta del iceberg en lo que respecta a la descripcion del
problema metabdlico que esta disfuncion acarrea.

Partiendo de los resultados obtenidos en esta tesis, en esta seccion se intentard plantear
un modelo coherente con los mismos y luego, contrastar los resultados individuales con el
modelo final. Por Ultimo, se intentara relacionar esta caracterizacion con aspectos tipicos

de las enfermedades metabdlicas en humanos.
El modelo

En la célula, los niveles de azucares en la hemolinfa y de amino&cidos provenientes
de la dieta regulan la actividad de la via de TOR a través de AKT. En una situacién de

crecimiento celular y del organismo, esta via se activa y cumple multiples funciones tales
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como favorecer la sintesis lipidica y proteica, desfavorecer la autofagia y favorecer la

biogénesis mitocondrial ¢,

Dentro de la mitocondria, en una situacion fisiolégica estandar la sintesis de ATP se
mantiene alta y los niveles de ROS, bajos. Los complejos mitocondriales correctamente
funcionales utilizan la fuerza eléctrica de los electrones de los dadores NADH y FADH
para generar un potencial de membrana que les permita alimentar la bomba de protones y

generar ATP.

Una de las vias de entrada de poder reductor a la cadena respiratoria es la beta
oxidacién de los acidos grasos. El punto de unidon entre los metabolitos de la beta
oxidacién y la cadena de transporte de electrones son las proteinas conocidas en
humanos como electron transfer flavopritein/electron transfer flavoprotein dehydrogenase
(ETF/ETFQO). La ETF es una flavoproteina encargada de transmitir los electrones
provenientes de varias deshidrogenasas a la ubiguinona/complejo Q 7158, Son
fundamentales a la hora de transportar a la mitocondria alternativas metabdlicas a la
glucosa. La proteina LYR5m, putativa homéloga de osi cuya sobreexpresion es capaz de
rescatar parte de los fenotipos causados por la disfuncién de osi (ver Figura 27-28) regula
negativamente la funcién de ETF **°. La proteina LYR5M humana es una de-flavinasa,
con lo cual su actividad, al menos in vitro, es inhibir a la ETF.

Teniendo en cuenta los resultados que muestran que la disminucién de la funcién de
ORSAI es rescatada por la expresion de la proteina LYRmM5 en cuanto a los defectos de
crecimiento celular y supervivencia (Figura 27-28), consideramos que la funcién de
ORSAI debe ser, al menos en parte, semejante a la funciéon de LYRm5. Esta posibilidad
gueda refrendada por la alta identidad entre las secuencias (50%), que llega al 75% si se

tienen en cuenta los residuos similares (en carga, hidrofobicidad, tamafio) (Figura 8B-C).

La funcién de ETF parece entonces estar regulada por su relacién estequiométrica con
LYRmM5, donde la unién de 4 moléculas de LYRmMS5 parece inhibir completamente la
actividad de ETF, mientras que la falta de LYRm5 lleva a la maxima actividad ETF *°. En
este sentido uno podria especular que, si OSI y LYRm5 comparten la misma funcién, la
deplecién de orsai podria conllevar a un aumento anémalo de la funcién de ETF en un
momento en que deberia encontrarse inhibido, con el consiguiente aumento de la funcion
de ETF-QO y un aumento de flujo de electrones provenientes del metabolismo lipidico a la

cadena mitocondrial. En este sentido cabe destacar que segun flybase los niveles de RNA
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mensajero de orsai son particularmente altos en el cuerpo graso, y en estadios larvales
son el doble de elevados que en el cuerpo graso adulto. Esto concuerda con la teoria de
que OSI podria estar involucrado en la regulacion negativa del metabolismo de lipidos,
debido a que en el estadio larval el catabolismo de lipidos tiende a estar inhibido, y el
metabolismo global esta dirigido a su sintesis y reserva, utilizando principalmente

azlcares para conseguir energia °°.

Este desbalanceo en la funcién de ETF/ETFQO traera aparejado un aumento de los
radicales libres provocados por el aumento del flujo de electrones, y por otro lado un
aumento en el metabolismo de &cidos grasos provocado por la imposibilidad de detener
su utilizacion. Esto lleva a una disminucion de la produccién de ATP; primero, a causa de
que la beta oxidacion de acidos grasos desacopla la cadena de transporte mitocondrial
160-162 'y a su vez porque el metabolismo lipidico modifica la composicion de las

membranas mitocondriales e inhibe a AKT63,

Los bajos niveles de ATP junto con los altos niveles de ROS impactan sobre la via de
control del crecimiento celular (via de TOR) inhibiendo la endoreplicacion y previniendo el
crecimiento celular 149153 Por otra parte, la utilizacién de acidos grasos disminuye las
reservas energeéticas, con lo que se envian sefiales de estrés nutricional inhibiendo aln
mas la via de TOR, y promoviendo la degradacién de mas acidos grasos para intentar
mantener los niveles de ATP y generando un circulo vicioso que culmina en la muerte

celular.
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Figura 29: Funcionamiento de una célula en situacion metabdlica no estresada.
Los aminoéacidos provenientes de la dieta junto con la glucosa circulante regulan el
funcionamiento de la via de AKT/TOR, que se encarga de acoplar el estado nutricional del
individuo al crecimiento celular y proliferacion. Uno de los papeles de la via de TOR es la
rgulacion de la biogénesis mitocondrial, la cual estd promovida durante una situacion de
nutricién alta. Las mitcondrias producen grandes cantidades de ATP y ROS como
subproducto de sefalizacion en cantidades bajas. Las proteinas ETF/ETFQO son las
encargadas de transferir los electrones provenientes de la beta oxidacién de los acidos
grasos a la cadena de transporte de electrones. En humanos, la proteina LYRmS5 funciona
como regulador negativo de las ETF. ORSAI ha mostrado que al menos una de sus
funciones es comparable a la de LYRmM5.
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Figura 30: resumen de los efectos celulares que hemos medido en un sistema
con niveles reducidos de ORSAI. El crecimiento celular esta disminuido, aunque aun no
hemos explorado molecularmente el estado de la via de TOR. Hemos mostrado que los
niveles de ATP se encuentran disminuidos, al contrario que las especies reactivas de
oxigeno. Hay un aumento de la expresion de lip3.Se ha visto, ademas, que las larvas
inician un comportamiento simil “wandering” incluso cuando sélo tienen 24 horas AEL.
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Figura 31: Modelo propuesto de posibles vias celulares alteradas como
consecuencia de la disminucién de los niveles de orsai. Se propone que el estrés
nutricional provocado por la disminucion de la alimentacién, asi como el estrés metabdlico
producido por los altos niveles de ROS y bajos niveles de ATP son sefiales que regulan
negativamente la via de TOR, provocando un arresto de la endoreplicacion y
consecuentemente del tamafio celular, lo cual se ve acompafiado de una reduccion de la
biogénesis mitocondrial por la inhibicionde la via de TOR. Se propone que los altos
niveles de lip3 provocan un aumento desmedido de la beta-oxidacion, provocando una
disminucion brusca de las reservas de lipidos que, junto con los bajos niveles de oxigeno

generados por la disfuncion traqueal provocan el comportamiento de alejamiento de la
comida.
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Puesta a prueba del modelo

Las larvas homocigotas mutantes para orsai mantienen el tamafo inicial (apenas
crecen) y mueren incluso antes de la primera muda (Figura 16). Este fenotipo aparece
también al disminuir los niveles de orsai con una herramienta especifica en un patrén
ubicuo (Figura 17), y se repite de forma menos abrupta cuando la disminucion de los
niveles de orsai se da en tejidos puntuales como el masculo (Figura 18), las traqueas
(Figura 19). Siguiendo la logica del modelo, un individuo incapaz de acumular reservas e
incluso impedido de utilizar eficientemente el alimento que ingiere, como es el caso de un
individuo cuyas reservas lipidicas son quemadas sin freno, sera incapaz de crecer.
Teniendo en cuenta, ademas, que los experimentos fueron hechos de forma cronica, esto
es, que los individuos mantuvieron sus niveles de orsai bajos desde el comienzo de su
desarrollo, podemos hipotetizar que estos individuos nunca alcanzan el peso minimo ni
las reservas de lipidos necesarias para iniciar la muda; adicionalmentela glandula
protoracica necesita también alcanzar un tamafio minimo para sustentar la produccion de
ecdisona. En ese sentido, el hecho de que el mutante muera tempranamente, y que la
adicion de ecdisona a la dieta no haya podido revertir este fenotipo, refuerza la idea de
gue el estado metabdlico de los individuos con niveles bajos de orsai no esta en

condiciones de permitir la muda y de que no se trata de un simple impedimento hormonal.

En segunda instancia cabe analizar el comportamiento que da nombre a la proteina,
ORSAI. Este alejamiento de la comida también puede explicarse en el contexto del
modelo planteado. La disminucién en la absorcion de nutrientes, sumados al estrés
metabdlico desencadenan un comportamiento de simil wandering >3 en el cual los
individuos tienen activadas las sefiales de hambreado y comienzan a buscar comida
activamente, pero, como no pueden aprovecharla, continlan buscandola volviéndose
“ciegos” a ella. Esta posibilidad explicaria por qué los mutantes en vias de morir de
inanicién estan indistintamente dentro o fuera de la zona de comida nutritiva. Aquellas
larvas que, al azar, atraviesen el parche de comida ingeriran una cierta cantidad, pero de
todas maneras no seran capaces de aprovecharla y moriran. En el caso de los
experimentos realizados en comida con mayor contenido proteico, cierta cantidad de
energia puede generarse a través del metabolismo de proteinas, pero aun asi el dafio
celular provocado acaba por matar al organismo.

Como apoyo a esta interpretacion, en el laboratorio se ha visto (Figura Suplementaria 1)

gue los niveles de lipasa 3 (lip3, medidos como niveles de RNA mensajeo por qPCR)
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estan elevados tanto en los mutantes 100B/100B como en los individuos que expresan el
osifNA en un patrén ubicuo. La lipasa 3 (lip3) es homoéloga de una lipasa humana %4y
esta involucrada en el metabolismo lipidico 1. Dentro del modelo planteado, el aumento
de los niveles de lip3 es coherente por dos motivos: el primero, porque es una sefial tipica
de respuesta al hambreado, cuyo objetivo es aumentar la lipélisis para utilizar las reservas
de lipidos del organismo en caso de ser necesario 121%¢; a su vez, porque proponemos
que hay una falta de inhibicion del metabolismo de lipidos provocada por la falta de
inhibicion de ETF. Una forma de corroborar la conexién entre los niveles elevados de lip3
y la posible funcion de ORSAI propuesta seria medir los niveles de beta-oxidacion de
acidos grasos, que deberian estar elevados, y la concentracién de triglicéridos circulantes,
gue deberia estar aumentada también. Ambas mediciones son posibles 718, Para
completar el andlisis del estado del metabolismo de lipidos es necesario medir el flujo de
electrones a través de las proteinas ETF para demostrar la falta de su inhibicién, tal como

se muestra in vitro en 1.
Andlisis de los fenotipos asociados a la disfuncién de orsai en distintos tejidos:

-En sistema nervioso central

Respecto a las neuronas, es sabido que, en su mayor parte, utilizan glucosa y no
lipidos como fuente de energia /%17, De hecho, los niveles de beta oxidacién de &cidos
grasos en neuronas es insignificante, aunque con ciertas excepciones 1’2173, Una de esas
excepciones es en D. melanogaster, donde un mutante para una enzima mitocondrial de
las neuronas provoca la acumulacién de triglicéridos en el cerebro, fenotipo que es
revertido mediante el rescate de la funcién oxidativa en glia 1’#. En este escenario, es
consistente considerar que reduccién de niveles de orsai no genera un fenotipo 0, mas
precisamente, no provoca un fenotipo de letalidad temprana tal como si ocurre en otros

tejidos.

-En sistema muscular

Dentro de los fenotipos asociados a la disminucion de niveles de orsai en el masculo
se observa hipotrofia muscular (Figura 18C-E). Se ha reportado que el dafio provocado
por los altos niveles de ROS tiene un papel decisivo en la aparicidén de atrofias
musculares en humanos 7. Incluso, se ha visto que un aumento de la fragmentacion

mitocondrial es parte de la sefializacion que da inicio a la expresion de genes pro-atrofia,
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la degradacion de proteinas y finalmente la atrofia muscular a través de la via de FoxO 176
. Ademas, la atrofia muscular esté fuertemente ligada a la inaccion, es decir la falta de
ejercicio muscular. Si bien es cierto que a las 24 horas AEL, momento en el que fueron
hechos los experimentos de olfaccion, los mutantes tienen la misma movilidad que los
controles, al momento en el que fueron tomadas las fotografias de TEM, es decir, a las 72
horas AEL, los mutantes practicamente no se mueven, probablemente fruto de su
deplecién energética, lo cual solo empeora su debilidad muscular.

Respecto de los fenotipos mitocondriales, a lo largo de esta tesis se ha mostrado que
los individuos con bajos niveles de osi poseen altos niveles de ROS, bajos niveles de ATP
y sus mitocondrias son pequefias y con tendencia a la ramificacion (Figura 22). Ya se ha
explicado como la desregulacion de osi podria estar afectando la cadena de transporte y
generando los cambios en niveles de ATP y ROS.

Ahora bien, respecto al tamafio y forma de las mitocondrias hay datos que a primera vista
podrian parecer contradictorios. Por un lado, como fue explicado en la introduccion, en un
contexto de hambreado la red mitocondrial tiende a fusionarse para optimizar sus
recursos, mientras que en los mutantes 100B/100B las mitocondrias son mas pequefias
que los controles. Por otro lado, en el laboratorio se ha demostrado (ver Figura
Suplementaria 2) que los niveles de RNA mensajero drpl y fisl (factores de fisién) no
varian en el mutante respecto de los controles, siendo el mismo caso que opal (factor de
fusién) y que pink y parkin (factores de dinamica mitocondrial, que envian las mitocondrias
dafiadas a degradacion). Sin embargo, los niveles del factor de fusién marf estan
significativamente elevados respecto de los controles. Esto puede explicarse de dos
maneras: por un lado, las imagenes para el analisis por microscopia electrénica fueron
tomadas a 72 horas AEL, momento en que el dafio es maximo. Una posibilidad es que
realizar las micrografias mas tempranamente (24 horas AEL, por ejemplo) permita
encontrar mitocondrias fusionadas —esperables en un contexto de hambreado- y al
aumento correspondiente de los niveles de marfl. Esta posibilidad permitiria a su vez
explicar el aumento de las ramificaciones, que pdrian reflejar el intento de fusion entre las
mitocondrias disfuncionales. Por otra parte, las imagenes fueron tomadas en musculos
atrofiados y ya se ha explicado (ver introduccién) que en esos casos las mitocondrias se
encuentran fragmentadas. Adicionalmente, se ha visto %8 que en modelos de
sobreexpresion de lip3 las mitocondrias tienden a fragmentarse debido a las
consecuencias de la disfuncion en el metabolismo de lipidos. Teniendo en cuenta

nuestros resultados y los de la literatura el estado final de las mitocondrias de los
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mutantes 100B/100B a 72 horas AEL son el resultado de un conjunto de sefales, a veces
contradictorias, a lo largo del tiempo y en un momento de dafio maximo. Para clarificar
este aspecto serd necesario hacer un seguimiento mas detallado a lo largo del tiempo,
tanto respecto a nuevas fotografias de TEM como a corroborar los niveles de proteinas
claves para el proceso de fusion y fision, ya que puede ocurrir que las mediciones a nivel

de RNA no reflejen el tltimo paso de regulacion de una molécula.

-En el sistema traqueal

Respecto de los fenotipos especificos provocados por la desregulacion de orsai en el
patrén de traqueas (Figura 19) llama la atencién que no se generan las ramificaciones
tragueales esperadas para casos de hipoxia; en su lugar aparecen distintas fallas
morfoldgicas, principalmente colapsos del lumen y otros defectos estructurales.

En Parvy et al. 1’7 se describe un estudio de la Acetyl-coenzymeA-carboxylase (ACC), la
enzima limitante de la sintesis de acidos grasos. La ACC se expresa en tejidos con
funciones oxidativas (cuerpo graso y oenocitos, con una expresion menor en intestino y
discos imaginales) y produce metabolitos que regulan la beta oxidacion de acidos grasos
178 En este estudio muestran que la reduccion de niveles de la ACC provoca letalidad en
estadio larval 2. Esta letalidad fue explicada a través del papel impermeabilizante de los
acidos grasos en las traqueas. Si este proceso no se realiza correctamente, las tragueas
se llenan de liquido y el transporte de oxigeno a los tejidos se ve deteriorado. Estos
fenotipos son muy similares a los exhibidos en la Figura 19.

Adicionalmente, los fenotipos comportamentales disparados por la disfunciéon de ACC son
sorprendentemente similares a los obtenidos tras la disfuncion de orsai. Los individuos
con bajo niveles de ACC llegan a mudar hasta larva 2, pero luego reducen la locomociony
mas del 50% de la poblacion se encuentra fuera del area de la comida, lo cual coincide
con lo descripto en la Figura 16 respecto del comportamiento de los mutantes de orsai.
Este tipo de comportamiento de aversion por la comida se ha mostrado ocasionado por
problemas de oxigenacion 1° y de bajo nivel nutricional **3, probablemente en el caso de
orsai ambas vias estén impactando en el mismo sentido. Por otra parte, esto posibilidad
permitiria explicar también los fenotipos obtenidos al disminuir los niveles de osi en el
patron de engrailed (Figura Suplementaria 3) en cuyo caso se obtuvieron fenotipos de
trAqueas hipoxicas en los segmentos afectados, lo cual permite sugerir que un segmento

capaz de responder intenta compensar la hipoxia del segmento adyacente.
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La posibilidad que orsai juegue un papel clave en el metabolismo del acetato, como se ha
descripto para ciertas proteinas LYRm 7787180 permitiria ofrecer a través de este trabajo
una interpretacion mas completa de los fenotipos observados tanto en los modelos de
perdida de funcion especificos de tejido (en este caso, las trdqueas), como en el mutante.

-En la glandula del anillo

La disfuncién de osi exclusivamente en la glandula del anillo se asocia a individuos
gue crecen continuamente, pero son incapaces de mudar. Estas observaciones puede
explicarse sencillamente considerando la incapacidad de mantener el metabolismo
celular, seguido del arresto del crecimiento celular provoca (en el caso de una larva
donde los niveles de osi estan bajos Unicamente en la glandula del anillo) los fenotipos

esperables de arresto en el desarrollo, sobrecrecimiento y muerte en estadio larval
139,181,182

-En cuanto a su relacidon con la via de crecimiento celular de TOR/AKT

Uno de los aspectos comunes al analisis de los fenotipos disparados por la disfuncion
de orsai en distintos tejidos es la via de TOR. Se sabe que tanto el estrés oxidativo, como
el estrés nutricional y los bajos niveles de oxigeno provocan una disminucion de la
actividad de la via de TOR, y que esto puede llevar al arresto de la endorreplicaciéon y, en
consecuencia, a la disminucién del tamafio nuclear y celular'®. Hemos mostrado que los
bajos niveles de orsai provocan la reduccién del tamafio, tanto a nivel de organismo como
de célula tnica (ver Figuras 16-19 y 25). También hemos descripto que los individuos con
bajos niveles de osi estan arrestados en el desarrollo, su tamafio es mas pequefio que los
controles, tienen altos niveles de ROS y han montado una respuesta de hambreado
(equivalente a la de una situaciéon nutricional pobre).

Si bien muchos de los resultados apuntan a una desregulacién de la via de TOR, no fue
posible contrarestar los fenotipos celulares forzando genéticamente (a través de ensayos
de epistasis 0 complementacién génica) distintos elementos de la via de TOR. Sin
embargo, esto no es necesariamente un resultado negativo. Por un lado, los controles que
con niveles reducidos de uno de los principales represores de la via (pten) como aquellos
con niveles exacerbados de un efector positivo de la misma (akt) apenas lograron
modificar el tamafio por si mismos, mostrando que forzar genéticamente la via no es facil,
y que probablemente sea necesario modificar mas de un factor genético conjuntamente.

Por otro lado, incluso aunque pudiera activarse efectivamente la via de TOR, en el caso
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de la disfuncién de orsai si la célula no cuenta con el metabolismo activo y la nutricion
necesarias simplemente la combinacion no serd viable. Sin embargo, para poder afirmar
todo esto es necesario realizar experimentos adicionales.

Una propuesta seria sobreexpresar factores que promueven el crecimiento celular
autbnomamente , mas alla del estado nutricional, como es el caso de dMyc, Ciclina
D/CDK4 o Pi3K 184185 y en ese contexto corroborar la activacion del ciclo celular, aunque
probablemente esto requiera del andlisis clonal (como se hizo en contexto de este trabajo
de tesis) y a tiempos cortos porque si el sistema no puede sostener el crecimiento, éste
llegara rapidamente a un limite 3. Teniendo en cuenta que S6K, efector de la via de TOR,
tiene un papel determinante en el control del tamafio celular (ver introduccién), podria
sobreexpresarse esta proteina en contexto de la disminucién de osi con el objetivo de
revertir el fenotipo de tamafio celular reducido. Por otro lado, se conoce que 4EBP regula
el metabolismo de lipidos y que individuos con bajos niveles de 4EBP queman sus
reservas de lipidos con gran velocidad °°. En ese contexto, puede intentar
sobreexpresarse 4EBP como forma de probar la relaciéon entre los bajos niveles de orsai y

el metabolismo de lipidos.

El hecho de que la sobreexpresion de SODII no es capaz de rescatar los fenotipos de
falta de osi, (Figura 26H) sugiere que el dafio provocado por los radicales libres es
demasiado alto para ser compensado por la sobreexpresién de SODII, o que dicho dafio

aporta al estado del sistema, pero no es el factor clave.
La funcién bioquimica de Orsai, ain un enigma

Habiendo examinado el posible modelo de disfuncién de orsai, aun falta esclarecer
cual es su funcion. Hemos demostrado que orsai tiene una funcion clave para la viabilidad
celular y, aun mas, para el metabolismo energético de la célula. En particular, los
resultados obtenidos son coherentes con la posibilidad de que orsai es un regulador del
metabolismo lipidico. Sin embargo, a diferencia de otros reguladores del metabolismo
lipidico no es una proteina mitocondrial sino nuclear, de pequefio tamafio, que adopta una
conformacion de hélice alfa. Segun flybase, los niveles de RNA de orsai son elevados
durante todo el desarrollo, en todos los tejidos, con un pico maximo en el cambio de larva
de estadio 2 a estadio 3; a su vez, se ha reportado que los niveles del mensajero de orsai
aumentan aun mas en condiciones de estrés por metales (Zinc, Cadmio, Cobre) asi como
de exposicion a la cafeina y al paraquat (desacoplante mitocondrial) en Drosophila 86,

Incorporando estos resultados de la literatura proponemos que orsai podria actuar como
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un regulador de un factor de transcripcidén que regula el metabolismo lipidico en
condiciones basales con especial importancia en situaciones de estrés. Para explorar esta
posibilidad se podria realizar un experimento de inmunoprecipitacion de cromatina para
verificar su unién al DNA y en tal caso cuales son los elementos que esté regulando.
Alternativamente, orsai podria ser un tipo de cofactor de respuesta a estrés, lo cual podria
abordarse verificando que los sitios de unién se modifican frente a diferentes tipos de
estrés. Por otra parte, es dificil congeniar esa idea con un papel tan fundamental en la
viabilidad celular, aun en individuos que no son sometidos a un estrés externo (como es el
caso de los experimentos de clones en el cuerpo graso), a menos que las demandas
metabdlicas propias del crecimiento del individuo se consideren una fuente de estrés

metabdlico, lo cual también es una posibilidad &’
Orsai y las enfermedades metabdlicas

Las enfermedades que involucran la disfuncién mitocondrial pueden comenzar por
fallas en proteinas especificamente mitocondriales, pero también nucleares, debido a la
cercana relacion de regulacion mutua que existe entre ambas organelas. Esta interaccion
debe ser funcional y estar correctamente coordinada para poder responder a las
demandas metabdlicas de las células y del organismo en un ambiente cambiante,
especialmente durante el crecimiento y desarrollo, donde el metabolismo se ve desafiado
de forma continua. En consecuencia, el correcto funcionamiento del ntcleo y de la
mitocondria, asi como su relacién, son puntos fundamentales para el estudio de las
enfermedades metabdlicas humanas.

Como ya se ha explicado, las proteinas de tipo LYR, se han descripto hasta el
momento como principalmente mitocondriales; sin embargo, algunas tienen localizacion
nuclear, y han sido relacionadas con diferentes enfermedades tales como resistencia a
insulina, hipotonia muscular, acidosis lactica, encefalopatias, etc 82,

Las fallas en las proteinas ETF o ETFQO (que coinciden con cierto tipo de proteinas
LYR) también pueden causar graves enfermedades, tales como la aciduria glutamica tipo
II, un desorden de la beta oxidacion de los acidos grasos. Las fallas de estas se asocian a
problemas en la biogénesis de las mismas, a su plegamiento, estabilidad o ausencia de
cofactores necesarios para su funciéon. Un ejemplo de esto es lo ocurrido con mutantes
para el CG12140 en D. melanogaster, ahora llamado ETFQO, o en mutantes de ETF
(walrus, en D. melanogaster) que provocan defectos morfol6gicos durante la

embriogénesis hasta que se produce la muerte del embrién a causa de un metabolismo
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lipidico ineficiente 18, Debido a sus fenotipos y al perfil de oxidacién de lipidos que
presenta, se considera a estas mutaciones como un modelo de estudio de las deficiencias
de acilCoA deshidrogenasa en humanos (MADD — multiple acyl-CoA dehydrogenase
deficiency).

Las fallas en proteinas nucleares de funcion mitocondrial, como es el caso de la
proteina ND23, muestran letalidad temprana, neurodegeneracion, bajos niveles de ATP y
mitocondrias de morfologia aberrante 8. EIl funcionamiento de ND23 y las
consecuencias de su disfuncién hacen que sea considerada un modelo de estudio del
sindrome de Leigh, caracterizado por una neurodegenracion progresiva, problemas

motores y metabolismo energético anormal 1.

En este contexto, la difuncion de orsai parece cumplir todos los requisitos: su
disfuncion es condicion suficiente para provocar defectos que dependen del 6rgano que
se ve afectado, los cuales abarcan desde retrasos en el desarrollo hasta la muerte del
organismo. Genera un aumento exacerbado de ROS y una marcada disminucion de ATP.
En el caso de verificarse el modelo, estas deficiencias se acompafiarian por un uso
desmesurado de las reservas energéticas del cuerpo. Analizando todo lo expuesto,
podemos considerar que la disfuncién de orsai no sélo es un modelo intrigante para el
estudio de la regulacion de los procesos de regulacion metabdlica en Drosophila
melanogaster, sino la oportunidad de estudiar potenciales patologias humanas en un

modelo genético ampliamente validado.
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Apéndice

“The generation of random numbers

is too important to be left to chance”

Robert Coveyou
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Analisis estadistico

Figura 16 - Las larvas homocigotas mutantes para osi sufren de arresto en el
desarrollo y no se alimentan

A- Crecimiento larval en comida de bajo contenido proteico

Este experimento fue analizado como un modelo generalizado mixto con medidas
repetidas, el modelo elegido fue

Fit: gls(model = area ~ esp.est, data = larval.area, weights = varldent(form = ~1 |h)

Luego fue realizado un contraste maltiple de Tukey para comparaciones de multiples
medias, El conjunto completo de resultados se expresa en la tabla siguiente en la cual 24,
48, 72 son horas AEL.
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+/-.24
-/-.24
+/+.48
+/-.48
-/-.48
+/+.72
+/-.72
-/-.72
-/-.24
+/+.48
+/-.48
-/-.48
+/+.72
+/-.72
-/-.72
+/+.48
+/-.48
-/-.48
+/+.72
+/-.72
-/-.72
+/-.48
-/-.48
+/+.72
+/-.72
-/-.72
-/-.48
+/+.72
+/-.72
-/-.72
+/+.72
+/-.72
-/-.72
+/-.72
-/-.72
-/-.72

.24
.24
.24
.24
.24
.24
.24
.24
.24
.24
.24
.24
.24
.24
.24
.24
.24
.24
.24
.24
.24
.48
.48
.48
.48
.48
.48
.48
.48
.48
.48
.48
.48
.72
.72
.72

zvalue Pr(>|z|)
-2.693 0.1460
-2.221 0.3824
4.889 <0.01 ***
1.979 0.5489
0.000 1.0000
9.309 <0.01 ***
8.759 <0.01 ***
0.000 1.0000
0.220 1.0000
6.795 <0.01 ***
3.863 <0.01 **
1.805 0.6703
10.951 <0.01 ***
10.345 <0.01 ***
1.990 0.5408
6.155 <0.01 ***
3.484 0.0139*
1.561 0.8196
9.929 <0.01 ***
9.528 <0.01 ***
1.707 0.7349
-2.010 0.5265
-3.448 0.0155*
3.342 0.0220 *
3.559 0.0106 *
-3.766 <0.01 **
-1.493 0.8542
5.065 <0.01 ***
5.162 <0.01 ***
-1.609 0.7940
6.265 <0.01 ***
6.310 <0.01 ***
0.000 1.0000
0.560 0.9998
-6.903 <0.01 ***
-6.864 <0.01 ***

B- Crecimiento larval en comida de mayor contenido proteico

Este experimento fue analizado como un modelo generalizado mixto con medidas

repetidas, el modelo elegido fue
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Fit: gls(model = area ~ esp.est, data = larval.area, weights = varldent(form = ~1 |h)

Luego fue realizado un contraste multiple de Tukey para comparaciones de multiples
medias. El conjunto completo de resultados se expresa en la tabla siguiente en la cual 24,
48, 72 son horas AEL.

zvalue Pr(>|z|)
+/-24 - +/+24 -2.254 0.3083
-/-24 - +/424 -2.134 0.3841
+/+48 - +/+24 9.998 <0.001 ***
+/-48 - +/+24 4.647 <0.001 ***
-/-48 - +/+24 0.567 0.9996
+/+72 - +/+24 22.208 <0.001 ***
+/-72 - +/+24 18.178 <0.001 ***
-/-72 - +/424 5.218 <0.001 ***
-/-24 - +/-24 0.120 1.0000
+/+48 - +/-24 11.270 <0.001 ***
+/-48 - +/-24 5,918 <0.001 ***
-/-48 - +/-24 1.839 0.5918
+/+72 - +/-24 22.688 <0.001 ***
+/-72 - +/-24 18.658 <0.001 ***
-/-72 - +/-24 5,698 <0.001 ***
+/+48 - -/-24 11.202 <0.001 ***
+/-48 - -/-24 5.851 <0.001 ***
-/-48 - -/-24 1.771 0.6404
+/+72 - -/-24 22.662 <0.001 ***
+/-72 - -/-24 18.632 <0.001 ***
-/-72 - -/-24 5.672 <0.001 ***
+/-48 - +/+48 -4.127 <0.001 ***
-/-48 - +/+48 -7.272 <0.001 ***
+/+72 - +/+48 17.601 <0.001 ***
+/-72 - +/+48 13.754 <0.001 ***
-/-72 - +/+48 1.380 0.8757
-/-48 - +/-48 -3.146 0.0324*
+/+72 - +/-48 19.529 <0.001 ***
+/-72 - +/-48 15.682 <0.001 ***
-/-72 - +/-48 3.308 0.0191*
+/+72 - -/-48 20.999 <0.001 ***
+/-72 - -/-48 17.151 <0.001 ***
-/-72 - -/-48 4777 <0.001 ***
+/-72 - +/+72 -2.882 0.0699
-/-72 - +/+72 -12.152 <0.001 ***
-/-72 - +/-72 -9.270 <0.001 ***
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H-Cuantificacifion de cantidad de individuos encontrados dentro vy fuera de la comida

Cada experimento fue hecho con 15 larvas por genotipo; el experimento se repitio 3
veces en forma independiente. N=porcentaje de larvas por genotipo encontrado dentro o
fuera del parche de levadura. Se utilizé un ANOVA de 2 factores F (2, 17) =12.23, p<0.05.
Luego de lo cual se realiz6 un test de Bonferroni. Resultados: osi +/+ IN vs. OUT t=7,351,
p<0.05; osi+/- IN vs. OUT t=3,854 p<0.05; osi -/- IN vs. OUT t=0.3576, p>0.05 siendo IN

dentro de la comida y OUT fuera.

J-Cuantificacion de area coloreada relativa al area larval total

Realizamos un ANOVA de una via ANOVA F (2, 6) =0.05793; p>0.05. Luego de lo
cual realizamos un test de Tukey. Resultados osi +/+ vs. osi+/-: q=0.4536, p>0.05; osi+/+
vs. 0si -/- =0.08723, p>0.05; osi+/- vs. osi -/- q=0.3664, p>0.05. La estadistica fue
realizada utilizando el promedio de cada genotipo para cada experimento. El experimento

fue realizado 3 veces en forma independiente.

K-Porcentaje de arvas de intestino transparente luego de 1 hora en contacto con un

parche de levadura coloreada

Realizamos un ANOVA de una via. F (2, 6) =796.1; p<0.05. Luego de eso se realizé
un test de Tukey. Resultados: osi ** vs. osi*: q=20.44, p<0.05; osi*"* vs. osi " q=55.77,
p<0.05; osi*" vs. osi " q=35.33, p<0.05. La estadistica fue realizada utilizando el promedio
de cada genotipo para cada experimento. El experimento fue realizado 3 veces en forma

independiente.

Figura 17-La disminucioén de los niveles de osi generada por la utilizacién de un

RNAI en un patrén ubicuo fenocopia al mutante

A- Crecimiento larval en comida de bajo contenido proteico

Este experimento fue analizado como un modelo generalizado mixto con medidas

repetidas, el modelo elegido fue
Fit: gls(model = area ~ esp.est, data = area.larval, weights = varldent(form = ~1 |h))

Luego de esto se realizd un contraste de Tukey para comparaciones mdultiples de

medias. Los resultados se muestran en la siguiente tabla donde 24, 48, 72, 96
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representan las horas AEL.

act/osiRNAi.24 - act.24
act.48 - act.24
act/osiRNAi.48 - act.24
act.72 - act.24
act/osiRNAi.72 - act.24
act.96 - act.24
act/osiRNAT.96 - act.24
act.48 - act/osiRNAi.24
act/o0siRNA1.48 - act/osiRNAi
act.72 - act/osiRNAi.24
act/osiRNAi.72 - act/osiRNAi
act.96 - act/osiRNAi.24
act/o0siRNA1.96 - act/osiRNAi
act/osiRNAi.48 - act.48
act.72 - act.48
act/osiRNAi.72 - act.48
act.96 - act.48
act/osiRNA1.96 - act.48
act.72 - act/osiRNAi.48
act/osiRNAi.72 - act/osiRNAi
act.96 - act/osiRNAi.48
act/osiRNAi.96 - act/osiRNAi
act/osiRNAi.72 - act.72
act.96 - act.72
act/osiRNA1.96 - act.72
act.96 - act/osiRNAi.72
act/o0siRNA1.96 - act/osiRNAi.
act/osiRNAi.96 - act.96

F- Crecimiento larval en comida de mayor contenido proteico

.24

.24

.24

.48

.48

zvalue
-3.805
2.634
-3.345
4.000
0.548
6.230
1.531
6.421
0.568
7.597
4,143
8.621
3.848
-6.049
1.513
-1.919
4.649
0.006
7.272
3.711
8.365
3.540
-3.242
3.628
-0.874
5.720
1.161
-3.469

Este experimento fue analizado como un modelo generalizado mixto con medidas

repetidas, el modelo elegido fue

gls(model = area ~ esp.est, data = area.larval, weights = varldent(form = ~1 |h))

Pr(>]z])
0.00325 **
0.13431
0.01729 *
0.00159 **
0.99932
<0.001 ***
0.77903
<0.001 ***
0.99914
<0.001 ***
<0.007 ***
<0.001 ***
0.00266 **
<0.001 ***
0.78923
0.52042
<0.007 ***
1.00000
<0.007 ***
0.00465 **
<0.007 ***
0.00873 **
0.02390 *
0.00653 **
0.98729
<0.001 ***
0.93867
0.01104 *
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Luego de esto se realizé un contraste de Tukey para comparaciones multiples de
medias. Los resultados se muestran en la siguiente tabla donde 24, 48, 72, 96
representan las horas AEL.

act/osiRNAi.24 - act.24 zvalue Pr(>]z])

act.48 - act.24 -3.819 0.00238 **
act/osiRNAi.48 - act.24 13.401 <0.001 ***
act.72 - act.24 7.389 <0.001 ***
act/osiRNA1.72 - act.24 31.711 <0.001 ***
act.96 - act.24 6.420 <0.001 ***
act/osiRNAi.96 - act.24 23.876 <0.001 ***
act.48 - act/osiRNAi.24 5.192 <0.001 ***
act/osiRNA1.48 - act/osiRNAi.24 15.770 <0.001 ***
act.72 - act/osiRNAi.24 9.758 <0.001 ***
act/osiRNA1.72 - act/osiRNAi.24 33.068 <0.001 ***
act.96 - act/osiRNAi.24 7.777 <0.001 ***
act/osiRNA1.96 - act/osiRNAi.24 24.481 <0.001 ***
act/osiRNAi.48 - act.48 5.797 <0.001 ***
act.72 - act.48 -4.730 <0.001 ***
act/osiRNAi.72 - act.48 21.929 <0.001 ***
act.96 - act.48 -1.142 0.92941

act/osiRNA1.96 - act.48 20.055 <0.001 ***
act.72 - act/osiRNAi .48 1.735 0.60133

act/osiRNA1.72 - act/osiRNAi.48 25.069 <0.00]1 ***
act.96 - act/osiRNAi.48 1.998 0.41674

act/osiRNA1.96 - act/osiRNAi.48 21.560 <0.001 ***
act/osiRNAi.72 - act.72 3.241 0.01909 *

act.96 - act.72 -18.475 <0.001 ***
act/osiRNAi.96 - act.72 8.980 <0.001 ***
act.96 - act/osiRNAi.72 -8.264 <0.001 ***
act/osiRNAi.96 - act/osiRNAi.72 19.393 <0.001 ***
act/osiRNAi.96 - act.96 2.149  0.32107

-13.295 <0.001 ***

Figura 22- Los niveles reducidos de orsai se asocian con alteraciones

mitocondriales de formay funcién

C- Didmetro mitocondrial

Realizamos un test de t de dos colas y encontramos diferencias significativas en el
diametro mitocondrial entre los mutantes heterocigotas (MEAN=0.3892+SEM=0.017, N=



54) y los mutantes homocigotas (MEAN=0.1909+SEM=0.009, N= 54); t test (106) =10.42,
p<0.05.

D- Longitud mitocondrial

Realizamos un test de t de dos colas y encontramos diferencias significativas en el
largo mitocondrial entre los mutantes heterocigotas (MEAN=0.3892+SEM=0.017, N=54) y
los mutantes homocigotas (MEAN=0.4015 + SEM=0.03158 N=54); t test (106) =5.427,
p<0.05.

E- Area mitocondrial

Realizamos un test de t de dos colas y encontramos diferencias significativas en el
area mitocondrial entre los mutantes heterocigotas (MEAN=0.2168 +SEM=0.02147, N=
64) y los mutantes homocigotas (MEAN=0.1193 + SEM=0.01326 N=64); t test (126)
=3.861, p<0.05.

F- Promedio de ramificaciones por mitocondria por foto

En este experimento obtuvimos el nimero promedio de ramificaciones por mitocondria
por foto y realizamos un t test (5) =10.55, p<0.05 y encontramos una diferencia
significativa entre los heterocigotas mutantes (MEAN=0.015 +SEM=0.015, N=4) y los
homocigotas mutantes (MEAN=0.2933+ SEM=0.02333 N=3)

G- Niveles de ATP relativos a la cantidad de proteina total

Realizamos el experimento 3 veces de manera independiente. En cada experimento
se realizaron 3 mediciones y se obtuvo el promedio de actividad por unidad de proteina.
Relativizamos esos valores al promedio del control para remarcar la diferencia relativa
entre esos valores. Realizamos un test de t pareado y encontramos diferencias
significativas entre los valores obtenidos para las larvas control y las mutantes
homocigotas t (2) = 4.515; p<0.05.

H- Niveles de especies reactivas de oxigeno relativos al control

Realizamos el experimento 3 veces de forma independiente. Fotografiamos 3 larvas
por experimento. Relativizamos al valor del promedio del control para remarcar la

diferencia relativa entre fenotipos. Realizamos un test de t pareado y encontramos
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diferencias significativas entre los valores obtenidos para los controles y para las larvas

homocigotas mutantes t (16) =8.725.

Figura 23- Niveles reducidos de osi provocan defectos en el tamafio nuclear y

celular

C- Diametro nuclear

Realizamos un test de t a dos colas y encontramos una diferencia significativa en el
didmetro nuclear entre los mutantes heterocigotas (MEAN=8.524+SEM=0.3724, N=14) vy
homocigotas (MEAN=6.075tSEM=0.2222, N=19); t test (31)=5.964, p<0.05.

D- Area nuclear

Realizamos un test de t a dos colas y encontramos una diferencia significativa en el
area nuclear entre los mutantes heterocigotas (MEAN=41.12+SEM=5.221, N=14) y
homocigotas (MEAN=22.43+SEM=1.924, N= 19); t test (31) = 3.744, p<0.05.

E- Didmetro nucleolar

Realizamos un test de t a dos colas y encontramos una diferencia significativa en el
didmetro nucleolar entre los mutantes heterocigotas (MEAN=4.245+SEM=0.6022, N= 14)
y homocigotas (MEAN=2.709+SEM=0.2462, N= 16); t test (28) =2.474, p<0.05.

F- Area nucleolar

Realizamos un test de t a dos colas y encontramos una diferencia significativa en el
area nucleolar entre los mutantes heterocigotas (MEAN=11.19+SEM=2.266, N=14) y
homocigotas (MEAN=4.797+SEM=0.5994, N= 16); t test (28) = 2.893, p<0.05.

I- Area nuclear

Realizamos un test de t a dos colas y encontramos una diferencia significativa en el
area nuclear entre los controles ppl/+ (MEAN=302.7+tSEM=48.48, N= 61) y los individuos
ppl>o0sitNA (MEAN=208.4+SEM=7.903, N=90); t test (149) =2.302, p<0.05.

J- Area celular

97



Realizamos un test de t a dos colas y encontramos una diferencia significativa en el
area celular entre los controles ppl/+ (MEAN=1908+SEM=98.63, N= 61) y los individuos
ppl>osifNA (MEAN=1588+SEM=66.82, N=50); t test (109) =2.562, p<0.05.

K- Relacién area nuclear-celular

Realizamos un test de t a dos colas y no encontramos una diferencia significativa en la
relacién entre area nuclear y celular entre los controles ppl/+ (MEAN=14.61+SEM=1.167,
N= 61) y los individuos ppl>o0si®N (MEAN=15.78+SEM=0.6649, N=50); t test (109)
=0.8208, p>0.05.

Figura 26- La activacién de la via de TOR no es suficiente para revertir el

fenotipo de tamafo reducido de los clones con osi disminuido

A- Promedio de area normalizada para células de cuerpo graso en clones inactivos (in)

0 activos (act)

Realizamos un ANOVA de dos vias F (6, 558) = 42.32; p<0.05. Luego de lo cual se
realizé un test de Tukey para multiples comparaciones de medias. Los resultados se
muestran en la siguiente tabla. El experimento fue realizado 3 veces en forma

independiente.

p adj
ptenfNAT:act-osifNA:act 0.0000000 | ***
ptenfNAT | osiRNAT act-0siRNA:act 0.4276559
aktUS : act-osifNA:act 0.0000000 | ***
aktUAS | osifNAI gct-osiRNA:act 0.8757739
SODIIYAS; act-osifNA:act 0.0000000 | ***
SODIIYAS, osiRNA: act-osiRNA:act 0.9999968
0sifNAin- osiRNA:act 0.0000000 | ***
ptenfNAin- osiRNAact 0.0000000 | ***
ptenfNAT | osiRNATin- osiRNAL ot 0.0000000 | ***
aktUS :in- osifMA:act 0.0000000 | ***
aktUAS, osifNAin- osifNAact 0.0000000 | ***
SODIIYAS:in- osifNA:act 0.0000000 | ***
SODIIYAS, osiRNAin- osiRNA:act 0.0000000 | ***
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ptenRNAT | osiRNAigct- ptenRNAT act 0.0000000 | ***
aktUAS :act- ptenRNA :act 0.7448765
aktY”S | osiRNAact- pten®NA :act 0.0000000 | ***
SODIIYAS:act- ptenfNA :act 1.0000000
SODIIYAS, osiRNA:act- pten®NA :act 0.0000000 | ***
osifNAin- ptenfNA :act 0.8837418
pten®NAin- pten®NA act 0.9116290
ptenfNAT | osiRNATIN- ptenRNAT :act 0.9685835
aktY”S :in- pten®NA :act 0.9741602
aktY”S | osiRNAin- ptenfNAT:act 0.9741604
SODIIYAS:in- pten®NA :act 0.9777474
SODIIYAS, osiRNAin- ptenRfNAT :act 0.9252090
aktY”S :act- ptenfNA | osiRNA:act 0.0000000 | ***
aktYAS | osifNAact- ptenfNAT | osiRNA:act 1.0000000
SODIIY"S:act- pten®NA osiRNAi:act 0.0000000 | ***
SODIIYAS, osiRNA:act- ptenRNAT | osiRNA:act 0.8858933
osiRNAi:in- ptenfNAT | osiRNA: gct 0.0000000 | ***
ptenfNATin- ptenfNAT | osiRNAigct 0.0000000 | ***
ptenRNA osiRNALn- ptenRNAT | osiRNA: g ct 0.0000000 | ***
aktY”S :in- ptenRNA osiRNA a0t 0.0000000 | ***
aktYAS | osifNAin- ptenRNAT | osiRNA ot 0.0000000 | ***
SODIIYAS:in- ptenRfNAT osiRNAI:act 0.0000000 | ***
SODIIYAS, osiRNAin- ptenRNAT | osiRNA:act 0.0000000 | ***
aktUsS | osifNA:act- aktS:act 0.0000000 | ***
SODIIYAS:act- akt"S :act 0.4637718
SODIIYAS, osifNA:act- aktVAS :act 0.0000000 | ***
0siRNAin- aktYAS :act 0.9999827
ptenfNAT:in- aktUAS :act 0.9999886
ptenfNAT osiRNAIn- aktYAS :act 0.9999973
aktY”S :in- aktYAS :act 0.9999979
aktUAS | osifNAin- aktUAS :act 0.9999979
SODIIYAS:in- aktY4s :act 0.9999983
SODIIYAS, osiRNAiN- aktUAS :act 0.9999911
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SODIIYAS:act- aktUS | osiRNA:act 0.0000000 | ***
SODIIYAS, osifNA:act- aktVAS . osiRNA:act 0.9952061
osifNAin- aktUAS | osifNA:act 0.0000000 | ***
ptenfNAT:in- aktUAS | osiRNA:act 0.0000000 | ***
pten®NAT | osiRNAIN- aktVAS, osiRNA:act 0.0000000 | ***
aktU"S:in- aktYAS | osifNA:act 0.0000000 | ***
aktUsS | osiRNAin- aktUAS, osifNAact 0.0000000 | ***
SODIIYAS:in- aktYAS | osifNA:act 0.0000000 | ***
SODIIYAS, osiRNAin- aktUAS | osiRNA:act 0.0000000 | ***
SODIIYAS, osifNA:act- SODIIVAS:act 0.0000000 | ***
osifNAin- SODIIYAS:act 0.5648121
pten®NA :in- SODIIYAS:act 0.6381300
ptenRNAT osiRNAin- SODIIVAS:act 0.8317781
aktV"S:in- SODIIYAS:act 0.8558331
aktUAS | osifNAin- SODIIYAS:act 0.8558337
SODIIYAS:in- SODIIYAS:act 0.8720905
SODIIYAS, osiRNAin- SODIIYAS:act 0.6779830
osifNAin- SODIIYAS, osiRNA:act 0.0000000 | ***
pten®NA :in- SODIIYAS, osiRNA:act 0.0000000 | ***
pten®NAT | ogiRNAin- SODIIVAS, osiRNA:act 0.0000000 | ***
aktU’S :in- SODIIYAS, osifNA:act 0.0000000 | ***
aktUAS, osiRNA-in- SODIIYAS, 0siRNAi:act 0.0000000 | ***
SODIIYAS;in- SODIIYAS, osiRNA:act 0.0000000 | ***
SODIIYAS, gsiRNAin- SODIIYAS, osiRNA:act 0.0000000 | ***
ptenRNAT :in- osiRNATn 1.0000000
pten®NAT | ogiRNA:IN- osiRNATN 1.0000000
aktUAS :in- osifNAin 1.0000000
aktUAS | osifNAin- osiRNATIn 1.0000000
SODIIYAS:in- osifNAin 1.0000000
SODIIYAS, osiRNAin- osiRNAin 1.0000000
ptenfNAT - osiRNALIn-ptenRNAI :in 1.0000000
aktY”S :in- ptenRNA :in 1.0000000
aktY”S, osifNAin- ptenfNA :in 1.0000000
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SODIIYAS:in- ptenfNA in 1.0000000
SODIIYAS, osiRNAiN- ptenRNAT :in 1.0000000
aktUAS :in- ptenfNAT | osiRNAn 1.0000000
aktU"S |0siRNAI:In- ptenRfNAT | osiRNATn 1.0000000
SODIIYAS:in- ptenfNAT osiRNAI:IN 1.0000000
SODIIYAS, osiRNAin- ptenRNAT | osiRNAT R 1.0000000
aktUsS | osifNAin- aktUAS :in 1.0000000
SODIIYAS:in- akt"AS :in 1.0000000
SODIIYAS, osiRNAin- aktUAS :in 1.0000000
SODIIYAS:in- aktVAS | osifNAin 1.0000000
SODIIYAS, osiRNAin- aktUAS,0siRNAI:IN 1.0000000
SODIIYAS, osifNAin- SODIIYAS:in 1.0000000

Figura 27- El tamafio celular reducido asociado a la disfuncion de osi es

rescatado mediante la expresion de la proteina humana Lyr5m

A- Promedio de area normalizada para células de cuerpo graso en clones inactivos (in)

0 activos (act)

Realizamos un ANOVA de dos vias F (4, 444) =39.50; p<0.05. Luego de lo cual se
realizé un test de Tukey para multiples comparaciones de medias. Los resultados se

muestran en la siguiente tabla. El experimento fue realizado 3 veces en forma

independiente.

p

value
LYRMS, osifNA:(act)-LYRMS:(act) 0.1578
osi*M:(act)-LYRM5:(act) 0.9965
0siM, osifNA:(act)-LYRM5:(act) 0.0113 | *
osifNA:(act)-LYRMS5: (act) 0.0000 | ***
LYRMS5:(in)-LYRMS:(act) 0.9975
LYRMS, 0sifN4i:(in)-LYRMS: (act) 0.9926
0si*M:(in)-LYRM5: (act) 0.8822
0siM, 0sifNA':(in)-LYRM5: (act) 0.8543
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osifNAi:(in)-LYRMS5: (act) 0.9514
osi*M:(act)-LYRMS5, osifNAi:(act) 0.7397
0siM, osifNA:(act)-LYRMS5, osi®MA:(act) | 0.9922
0SIFVA: (act)-LYRM5, 0siRVA:(act) 0.0000 | ***
LYRMS5:(in)-LYRMS5, osifNA:(act) 0.8053
LYRMS5, o0si®N:(in)-LYRMS5, osifNA:(act) | 0.5454
0sisM:(in)-LYRM5, osifNA':(act) 0.9118
0siM, 0sifNA:(in)-LYRMS5, osifNA':(act) 0.9929
0siRNAI:(in)-LYRMS5, osifNA:(act) 0.6782
0siM, osifNA': (act)-osiSM:(act) 0.1747
osifNA: (act)-osiM:(act) 0.0000 | ***
LYRMS5:(in)-osisM:(act) 1.0000
LYRMS5, o0si®NA:(in)-osiSM:(act) 1.0000
0sisM:(in)-osisM:(act) 1.0000
0siM, 0sifNA':(in)-0siSM: (act) 0.9994
0sifNA!:(in)-osiSM: (act) 1.0000
osifNA: (act)- osiSM, osiRNA:(act) 0.0000 | ***
LYRMS5:(in)- osisM, osiRNA:(act) 0.2420
LYRMS5, osifNA:(in)- osi®™, osi®MA:(act) | 0.0672
0si*M:(in)-0si*M osiR 0si®M, osifNA':(act) 0.2980
0siM, 0sifNAi:(in)- 0siSM, osifNA!: (act) 0.6734
0sifNA!:(in)- 0siSM, osifNA!:(act) 0.1005
LYRMS5:(in)- 0sifVA:(act) 0.0000 | ***
LYRMS, osi®NA:(in)- osi®NA: (act) 0.0000 | ***
0siSM:(in)- osifNA":(act) 0.0000 | ***
0siSM, 0sifNAi:(in)- osifNA: (act) 0.0000 | ***
0sifNA!:(in)- osiRNA!: (act) 0.0000 | ***
LYRMS5, o0sifNAi:(in)-LYRMS:(in) 1.0000
0si*M:(in)-LYRM5:(in) 1.0000
osiM, 0sifNAi:(in)-LYRMS5:(in) 0.9997
osifNA:(in)-LYRM5:(in) 1.0000
0siM:(in)-LYRMS5, osifNA::(in) 0.9998
osisM, 0sifNAi:(in)-LYRMS5, osi®NA:(in) 0.9980
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osifNA:(in)-LYRMS5, osiRNA':(in) 1.0000
0sisM, 0sifNA:(in)-osiSM:(in) 1.0000
osifNA:(in)-0siSM:(in) 1.0000
0sifNA:(in)- 0siSM, osifNA!:(in) 0.9998

Figura 28- La expresidn de la proteina humana LYRmS5 revierte la letalidad

provocada por la baja de funcidén de orsai en cuerpo graso

Porcentaje de sobrevida

Realizamos un test de t a pareado a dos colas y encontramos una diferencia

significativa en el porcentaje de individuos que lograron llegar a adultos entre los controles

ppl>0sifNAy |os individuos ppl>0sifN; LYRM5YAS ; t (2) = 6.371, p<0.05.
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Figuras suplementarias
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Figura Suplementaria 1: Los niveles de RNA mensajero de la lipasa3 (lip3) estan
elevados en los individuos con bajos niveles de orsai. En el panel izquierdo las barras
naranjas representan controles (+/+), las barras grises P[UAS]100B/+ (+/-) y las azules
P[UAS]100B/ P[UAS]100B (-/-). En el panel derecho la barra celeste plana corresponde al
control expresando Unicamente el driver de activaGal4, la barra celeste con patrén
diagonal corresponde al control expresando dcr;osi™™ sin driver y la barra violeta
corresponde al tratamiento actGal4>dcr;osi"™. En todos los paneles los graficos
representan media * error estandar de la media. Letras distintas indican diferencias
significativas, p>0.05. Experimentos de gPCR realizados por Juan Ignacio Romero,
Fundacion Instituto Leloir.
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Figura Suplementaria 2: Estudio del estado de la dinamica mitocondrial. Niveles de
RNA mensajero medidos por qPCR de los factores clasicos de fusién (marf y opal), fision
(drdpl vy fisl) y dinamica mitocondrial (pink y parkin). El Gnico factor cuyos valores difieren
entre las larvas mutantes 100B/100B y los controles es marf, involucrada en el proceso de
fusion mitocondrial. En todos los paneles las barras naranjas representan controles (+/+),
las barras grises P[UAS]100B/+ (+/-) y las azules P[UAS]100B/ P[UAS]100B (-/-). En
todos los paneles los graficos representan media + error estandar de la media. Letras
distintas indican diferencias significativas, p>0.05. Estos experimentos fueron realizados
por Juan Ignacio Romero, Fundacién Instituto Leloir.
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Figura Suplementaria 3: la disminucion de orsai en la seccién posterior de los
segmentos corporales utilizando el driver engrailedGal4 provoca fenotipos tipicos de
respuesta a hipoxia.
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