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La autofagia regula la diferenciacion de las células de la sangre de Drosophila mediante el control
de los niveles de Notch

Resumen

La hematopoyesis en Drosophila ocurre en la glandula linfatica, donde células progenitoras hematopoyéticas dan lugar
a dos tipos celulares posibles: los plasmatocitos, andlogos a los macréfagos en mamiferos, o células cristal, cuyas
funciones se asemejan a la de los megacariocitos. La activacién de la via Notch en células progenitoras
hematopoyéticas induce su diferenciacidn a células cristal, mientras que reprime el destino plasmatocito. En esta tesis
hemos investigado el rol que cumple la autofagia en la hematopoyesis de Drosophila. Observamos que las células
progenitoras de la glandula linfatica presentan niveles basales de autofagia elevados, y que una reduccion de la
actividad autofagica en estas células resulta en una mayor diferenciacién de células cristal, debida a la acumulacién de
la proteina Notch. Encontramos que la activacién de Notch durante la hematopoyesis depende de su trafico a través
de la via endocitica, la cual a su vez interactta con la via autofagica: mientras que la endocitosis y el trafico a través de
endosomas es esencial para la activacién de Notch, los autofagosomas son necesarios para su degradacion lisosomal.
Bajos niveles de autofagia inhiben la formacion de anfisomas que contienen a Notch, siendo éstos necesarios para
direccionar a Notch hacia su degradacién lisosomal. Una reduccién en la degradacién de Notch cambia el balance hacia
una mayor activacion de Notch en la membrana de los endosomas, aumentando asi la diferenciacién de células cristal.
Nuestro trabajo define un nuevo mecanismo de control de la diferenciacion de las células de la sangre en el que la

autofagia juega un papel central.
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Autophagy controls differentiation of Drosophila blood cells by regulating Notch levels

Abstract

Drosophila larval hematopoiesis takes place at the lymph gland, where blood cell progenitors differentiate into two
possible cell types: plasmatocytes, analogous to mammalian macrophages, or crystal cells that share features with
mammalian megakaryocytes. Activation of the Notch pathway in blood cell progenitors induces crystal cell
differentiation and represses the plasmatocyte fate, being the latter the default differentiation program. In this work,
we have investigated the role of autophagy in Drosophila hematopoiesis. We found that blood cell progenitors show
elevated levels of basal autophagy and that autophagy inhibition in this cell type results in augmented crystal cell
differentiation due to accumulation of high levels of Notch protein. Notch activation during hematopoiesis depends
on the endocytic pathway, which crosstalks with autophagy: while endocytosis and endosomal maturation are
essential for Notch activation, autophagosomes are required for Notch lysosomal degradation. Low levels of
autophagosome biogenesis prevent the formation of Notch-containing amphisomes, being the latter necessary for
Notch lysosomal destruction. Reduction of Notch lysosomal degradation shifts the balance towards Notch activation
at late endosomal membranes, thereby enhancing differentiation of crystal cells. Our work defines a novel mechanism

of regulation of immune cell differentiation in response to autophagy levels.
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1 - Drosophila melanogaster como organismo modelo

Drosophila melanogaster, cominmente conocida como mosca de la fruta, es un insecto del orden Diptera,
familia Drosophilidae. Desde su introduccién al laboratorio como organismo modelo por Thomas Morgan a
principios del siglo XX [1], Drosophila se ha popularizado por las numerosas ventajas que la caracterizan [1].
Dentro de las mismas podemos destacar un ciclo de vida corto [2] y la obtencién de una numerosa
descendencia en un breve periodo de tiempo. La cria y mantenimiento de Drosophila en condiciones de
laboratorio es relativamente econdmica dado que requiere de poco equipamiento, un espacio reducido y
sus gastos de mantenimiento son bajos en comparacidn con otros modelos experimentales. Entre hembras
y machos existe un dimorfismo sexual claro, resultando sencillo distinguirlos en cruzas controladas.
Asimismo, las hembras virgenes, requeridas para la realizacién de cruzamientos controlados, presentan
caracteristicas morfoldgicas distinguibles de las hembras sexualmente maduras, lo que permite su facil

identificacion y aislamiento [3] (Fig. 8).

El genoma de Drosophila es relativamente pequefio y se distribuye en cuatro pares de cromosomas, tres de
ellos autosomas y uno sexual (XY) [3]. Presenta las ventajas de estar completamente secuenciado y que la
mayoria de los genes presentes se encuentran en copia Unica, lo cual minimiza los inconvenientes derivados
de la redundancia funcional. Asimismo, alrededor de un 75% de los genes vinculados a enfermedades
genéticas humanas tienen ortdlogos en Drosophila [4], lo cual hace al modelo especialmente potente para
estudios vinculados a patologias. Ademas, existe una gran cantidad de herramientas genéticas disponibles
en Drosophila que la convierten en un excelente modelo para abordajes genéticos y para realizar estudios

moleculares y celulares in vivo.

El ciclo de vida de Drosophila dura 10 dias a 25°C [5] e involucra un estadio de embridn y tres fases larvales
(primer, segundo, y tercer estadio), seguidas por la formacién de la pupa que finalmente dard lugar a la
mosca adulta [6] (Fig. 1). A 259C, la embriogénesis dura aproximadamente 21 horas y culmina cuando la larva
de primer estadio eclosiona del huevo. Luego de 24 horas, la larva muda al segundo estadio, que dura otras
24 horas hasta una nueva muda, que da lugar al tercer estadio larval [7] (Fig. 1). Luego de 2 dias en este
estadio, la larva alcanza un peso y tamafo criticos (200 veces el tamafio y masa del embridn), deja de
alimentarse y abandona el medio de cultivo para entrar en el estadio deambulante o wandering en busca de
un lugar donde formar el pupario (proceso que dura 16h aproximadamente). Luego de que se ha formado el
pupario, se produce la histdlisis de la mayoria de los tejidos larvales por una combinacién de procesos de
autofagia y apoptosis, lo cual proveera de energia y macromoléculas para la formacion de las estructuras de
la mosca adulta durante el proceso de metamorfosis [8]. Luego de 5 dias en fase pupal, la metamorfosis llega

a su fin y emerge del pupario el individuo adulto [9].
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Figura 1- Ciclo de vida de Drosophila melanogaster a 25°C. El embridn pasa al primer estadio larval luego del transcurso de un dia,
seguido del segundo y tercer estadio larval, los cuales duran un dia y dos dias respectivamente. Finalizados los estadios larvales, tiene
lugar el proceso de metamorfosis durante el estadio de pupa. Finalmente, el adulto eclosiona del pupario, completandose asi el ciclo

de vida [10]. Esquema modificado, cortesia del Dr. Sebastian Perez Pandolfo.

2- Autofagia

2. a- Aspectos generales

La autofagia es un proceso catabdlico celular altamente conservado en organismos eucariotas. El término
autofagia se refiere al proceso por el cual distintos componentes celulares son enviados al lisosoma para su
degradacion. La misma esta altamente regulada e interviene en la adaptacién celular a diversos tipos de
estrés dentro de los que se encuentran la restriccidn nutricional, el estrés oxidativo y la hipoxia [11, 12]. La
autofagia permite la eliminacion de organelas dafiadas, proteinas mal plegadas y agregados proteicos,
cumpliendo un rol fundamental en el mantenimiento de la homeostasis celular. A su vez, la autofagia actua
como un mecanismo de reciclaje, ya que la degradacién de moléculas y organelas provee a la célula de
aminodcidos libres y otros precursores anabdlicos necesarios para la sintesis de nuevos componentes

celulares. La autofagia ocurre de manera basal en la mayoria de las células metabdlicamente activas [13, 14].

Defectos en la correcta activacion de la autofagia han sido relacionados con el desarrollo de patologias de
diversa indole, tales como deficiencias en la respuesta inmune, cancer y enfermedades neurodegenerativas
[15-17], demostrando que el proceso es de vital importancia para el mantenimiento de la homeostasis
celular y sistémica. En este trabajo de tesis se utiliza el término autofagia para referirse a la macroautofagia,
un tipo particular de autofagia que involucra la formacion de vesiculas de doble membrana Ilamadas
autofagosomas, las cuales secuestran en su interior los componentes a ser degradados en lisosomas (Fig. 2).
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2. b- Descripcion del proceso autofagico

En levaduras, los genes que participan en la autofagia son denominados Atg (autophagy-related genes) [13]
y la mayoria de ellos cuenta con sus respectivos genes ortdlogos en plantas y mamiferos. Los autofagosomas
en levaduras suelen tener un diametro que ronda entre 300 a 900 nm, siendo en células de mamifero aun
mayores (1000 a 1500 nm). La biogénesis de estas vesiculas es regulada por los genes Atg, los cuales se
agrupan en tres complejos: 1) complejo de iniciacién, 2) complejo de nucleacidny 3) complejo de elongacion.
El complejo de iniciacion [18] estd formado por la quinasa de serina/treonina Atgl [19, 20] (ULK1-2 en
mamiferos), Atgl7 [21] (FIP200 o RB1CC1 en mamiferos) y Atgl3. Cuando se induce la autofagia, la quinasa
Atgl se activa y cataliza la fosforilacidn de Atg13 y Atgl7, activando asi al complejo de iniciacion [19, 22]. El
objetivo de este complejo es reclutar y activar al complejo de nucleacién, ademas de otras Atgs, lo cual es
fundamental para dar inicio al proceso de formacidn del autofagosoma.

El complejo de nucleacién estd compuesto por la fosfatidinositol-3-quinasa de clase Il Vps34 [23], y las
proteinas Vps15 [24] (PI3KR4/p150 en mamiferos), Atg6 (Beclina-1 en mamiferos) y Atgl4 (Fig. 2). Cuando
el complejo de nucleacién se activa, Vps34 fosforila al lipido fosfatidilinositol (Pl), generando
fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P) en la membrana del reticulo endoplasmico (RE) [25]. La sintesis de PI3P
marca la posiciéon en donde comenzara la formacién del autofagosoma. Esta marca permite el reclutamiento
de diversas proteinas efectoras que promueven la curvatura de la membrana en esa region, dandole forma
de omega (y por ende llamada omegasoma), y favoreciendo la formacion del “fagéoforo” o “membrana de
aislamiento” (Fig. 2). Por un proceso de expansién y cierre, el fagéforo da lugar al autofagosoma, la organela
de doble membrana distintiva del proceso de autofagia.

La expansion y cierre del fagéforo depende de las proteinas Atg2, Atgl8, y del complejo de elongacién [26,
27] (tercer complejo involucrado en este proceso), el cual estd compuesto por las proteinas Atg8 (LC3 en
mamiferos), Atg3, Atgd, Atg5, Atg7, Atgl0, Atgl2 y Atgl6 (Fig. 2). Por un lado, Atgl18 interactia con PI3P en
la membrana del fagéforo y recluta a Atg2 [28]. Atg2 es una proteina transportadora de lipidos, la cual posee
en su region N terminal una serie de residuos basicos que le permiten insertarse en la membrana del RE.
Ademas, Atg2 contiene una cavidad hidrofébica que le permite acomodar fosfolipidos, y transferirlos desde
la membrana del RE al fagdforo. De esta manera, Atg2 y Atgl8 contribuyen a la expansidon de su membrana
[28].

Por otro lado, el complejo de elongacidon media la fusién de Atg8 a fosfatidiletanolamina (PE) en la membrana
del fagéforo [27]. Experimentos de pérdida de funcidn demostraron que la formacién de PE-Atg8 en la
membrana del fagéforo es esencial para la expansion y cierre del mismo, al igual que para adquirir capacidad
degradativa. Atg8 cumple al menos dos funciones en la biogénesis de los autofagosomas: contribuye a

generar curvatura en la membrana del fagéforo en expansion, e interactia con adaptadores y receptores
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autofagicos que presentan motivos LIR (regiones de interaccién con Atg8), lo cual permite incorporar el cargo
a ser degradado al fagéforo. Un ejemplo es Ref(2)P [29] (homdlogo de p62 en mamiferos), el cual posee un
dominio UBA que le permite unirse a proteinas poliubiquitinadas y un dominio LIR.

Una vez formado, el autofagosoma se fusiona con el lisosoma, denominandose el producto de esta fusién
autolisosoma, en el cual los componentes secuestrados se degradan por accién de hidrolasas acidas
lisosomales (Fig. 2). Los productos de degradacion son luego exportados al citoplasma a través de permeasas
lisosomales para poder ser reutilizados por la célula [26]. La fusién del autofagosoma con el lisosoma

depende de proteinas SNAREs como Vamp7 [30] y Syntaxina 17 [31].

RE

Complejo de Atgm

Iniciacion
E1 | Atg7 Atg7 E1

Fagoéforo
E2 ( Atgl0) [ Atg3 ) E2
Atg6
Complejo de Atg5 /
Atgd
o~

nucleacion Atg12
Atg16
N .
PE Lisosoma
e l, '
@, —
Fagoforo Autofagosoma Autolisosoma
Induccién y N I =
nucleacién Expansion Fusién a lisosomas Reciclado

Figura 2- Mecanismos moleculares del proceso de autofagia en Drosophila. El complejo de iniciacion (Atgl/Atg13/Atgl7) recluta al
complejo de nucleacion (Atg6/Vps34/Atgla/Vpsl5), y éste define el sitio de formacidn del autofagosoma mediante marcas de PI3P
en la membrana del RE. El complejo de elongacion es reclutado y media la incorporacion de Atg8-PE a la membrana del fagéforo en
expansion. Atg2 y Atgl8 aportan fosfolipidos desde el RE para su expansion. Mediante procesos de elongacion y sellado, se forma el

autofagosoma, el cual se fusionara a lisosomas (generando el autolisosoma) para degradar su contenido.

2. c- Control de la autofagia

La autofagia es regulada por un amplio rango de sefales tanto intra como extracelulares, entre las cuales se
incluyen la disponibilidad de nutrientes, la presencia o ausencia de factores de crecimiento e hipoxia. La
principal regulacion de la autofagia estd mediada por las vias de sefializacién de mTORC1 [32] (Target of
Rapamycin) y AMPK (AMP protein kinase), ambas involucradas en la homeostasis energética de la célula. En
condiciones de abundancia nutricional, mTOR fosforila a ATG1 y a ATG13 [33], desactivandolas. En
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condiciones de escasez nutricional, existen fosfatasas que las defosforilan. La defosforilacion de ATG1 y
ATG13 permite la formacion del complejo de iniciacién y la consecuente activacion de la autofagia. Por su
parte, AMPK es una quinasa capaz de sensar el estado energético de la célula. En condiciones de disminucién
de los niveles de energia, el incremento de la relacion AMP/ATP conduce a la activacion de AMPK, la cual
fosforila y activa al complejo TSC1/2, funcionando como regulador negativo del complejo mTORC1 e
indirectamente, como activador de la autofagia. Por su parte, AMPK también fosforila directamente a ATG1,

induciendo la autofagia.

2. d- La autofagia en el desarrollo

A pesar de actuar principalmente como mecanismo de reciclaje y mantenimiento de la homeostasis, la
autofagia regula una gran variedad de procesos celulares, entre los cuales se pueden destacar la apoptosis,
el trafico vesicular, la sefializacion celular, la secrecidn de proteinas, el ciclo celular, el metabolismo celular
y la respuesta a estrés [34-36]. Mas aun, la autofagia es necesaria en varios eventos de diferenciacion celular
en organismos eucariotas [37] [38] [39] [40] [41] [42] [43], siendo un ejemplo de esto el mantenimiento y
diferenciacidn de células madre en diversos érganos y tejidos [44]. En Drosophila, se reportd que la autofagia
participa en la regulacién de las células madre intestinales [45], promoviendo su proliferacién y asegurando
su mantenimiento. En este modelo, se observé que células madre que no pueden activar la autofagia sufren
dano al ADN y arresto del ciclo celular [45]. En la hematopoyesis de mamiferos, experimentos de perdida de
funcidn demostraron que la autofagia participa en la diferenciacién o mantenimiento de células de la sangre,
tanto del linaje mieloide como linfoide [46-50]. Sin embargo, los mecanismos mediante los cuales la

autofagia regula la hematopoyesis estan poco definidos a nivel molecular y celular.

3- Hematopoyesis
3. a- Generalidades

La hematopoyesis es el proceso por el cual Células Madre Hematopoyéticas (CMHs) generan células de la
sangre. En mamiferos, este proceso comienza temprano durante el desarrollo embrionario y persiste en la
vida adulta. Se distinguen dos eventos de diferenciacidn de células sanguineas durante el desarrollo de
mamiferos: un primer evento de “hematopoyesis primitiva” en el saco vitelino extraembrionario y un
segundo evento “definitivo” en la regidn aorta-gonadal-mesonefros que contiene un endotelio a partir del
cual geman CMHs al lumen aértico [51]. A partir de los dias 10-11 del desarrollo embrionario, las CMHs
migran por el torrente sanguineo y la hematopoyesis comienza a darse en el higado fetal y eventualmente
en todos los compartimentos hematopoyéticos del adulto, incluyendo el bazo, el timo y la médula ésea de

los huesos largos [52].
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Las CMHs, estan en lo mas alto del programa de diferenciacién, con una alta capacidad de auto-renovacién
y multipotencia para producir cualquier tipo de célula de la sangre. A partir de estas células madre se produce
una primera separacién de linajes, dando lugar a una célula precursora mieloide comun y a una célula
precursora linfoide comun, que daran origen al sistema inmune innato y adaptativo respectivamente (Fig.
3). En mamiferos, el linaje mieloide incluye a: los eritrocitos, encargados del transporte de oxigeno; los
megacariocitos que mediante la fragmentacién de su citoplasma dan lugar a las plaquetas, involucradas en
el proceso de coagulacion; mastocitos y basdfilos, involucrados en vasodilatacidn y alergias; neutréfilos y
macrofagos, fundamentales para la fagocitosis; y los eosinéfilos, importantes en la respuesta contra
pardsitos. El linaje linfoide por su parte, estd conformado por células natural killer, y linfocitos T y B,
responsables de la inmunidad adaptativa y la memoria inmunolégica tras sucesivas exposiciones del

organismo a un mismo antigeno (Fig. 3).

Es importante destacar que en el sistema sanguineo de mamiferos, la desregulacion del balance existente
entre quiescencia y diferenciacién de las CMHs puede provocar el desarrollo de anemias y leucemias [53,

54], lo cual hace fundamental dilucidar los mecanismos involucrados en el mantenimiento del balance.
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Figura 3- Esquema de la hematopoyesis en mamiferos. Las células madre hematopoyéticas dan origen al linaje mieloide (con un
progenitor mieloide comun) y al linaje linfoide (con un progenitor linfoide comun). Cada uno de estos progenitores da lugar a los

tipos celulares que se muestran en el esquema. Esquema modificado, cortesia del Dr. Dalmiro Manuel Blanco Obregon.
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3. b- Hematopoyesis en Drosophila

Trabajos realizados desde inicios de este siglo han establecido que las células de la sangre de Drosophila
comparten caracteristicas con el sistema inmune innato de mamiferos, tanto a nivel molecular como celular.
Drosophila ha surgido entonces como un modelo sencillo para descifrar los mecanismos de diferenciaciéon
de las células sanguineas. La hematopoyesis de Drosophila es menos compleja que la de mamiferos,
fundamentalmente debido a la menor diversidad de tipos celulares maduros que se generan durante el
proceso. En Drosophila no existen células de transporte de oxigeno como los eritrocitos de los mamiferos,
ya que éste es transportado por difusién desde el exterior hacia cada una de las células del organismo a
través de una red de tubulos denominados traqueas [55]. Por tal motivo, las células sanguineas de Drosophila
sélo cumplen funciones inmunoldgicas. Al igual que en el resto de los invertebrados, Drosophila carece de
una respuesta inmune adaptativa, de modo que todas sus células de defensa, colectivamente denominadas
hemocitos, participan de una respuesta inmune de tipo innata [56], siendo asi analogas a células del linaje

mieloide de los mamiferos.

Tres tipos de hemocitos maduros fueron identificados en Drosophila [57, 58]: los Plasmatocitos (PL), las
Células Cristal (CC) y los Lamelocitos. Los PL comprenden el 95-98% del total de hemocitos y cumplen
funciones fagociticas y antimicrobianas, siendo analogos a los macréfagos de mamiferos. Juegan ademas un
rol importante en procesos del desarrollo y homeostaticos, eliminando células apoptéticas durante el
desarrollo embrionario [59], regulando el metabolismo de la glucosa [60] y promoviendo el mantenimiento
de células madre [61], entre otras funciones. Son células altamente mdviles que han servido también como

modelo de estudio de migracion celular y quimiotaxis.

Por otro lado, existen las CC, las cuales constituyen el restante 2-5% de los hemocitos. Este tipo celular
participa de la cicatrizacion de heridas e interviene en el proceso de melanizacién de patégenos, lo cual
puede analogarse a las funciones de los megacariocitos y plaquetas en mamiferos. Las CC reciben su nombre
a partir de inclusiones cristalinas del zimégeno pro-fenoloxidasa (PPO), que pueden apreciarse en su
citoplasma [62]. Durante la respuesta inmune, la PPO es liberada al medio extracelular tras la ruptura de la
célula para ser procesada a su forma activa, Fenoloxidasa (PO), mediante una cascada de serin-proteasas
altamente regulada [63]. La PO cataliza la oxidacién de fenoles a quinonas, que polimerizan y forman
melanina, la cual sirve como barrera en torno a patégenos grandes y también como material para el cierre
de heridas. La reacciéon de melanizacién libera ademds Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) como sub-

producto, que tienen efecto toxico sobre los parasitos [64].

Finalmente existen los Lamelocitos, los cuales son indetectables en condiciones normales de desarrollo. Su

diferenciacidn se induce frente a ciertos tipos de estrés, como lo son las infecciones por huevos de avispa
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[65]. Los Lamelocitos cumplen un rol esencial en la encapsulacion y eliminacién de patégenos y particulas de

gran tamaiio [58].

Al igual que en mamiferos, en Drosophila todos los hemocitos maduros se producen a partir de células
progenitoras en dos eventos de hematopoyesis separados espacial y temporalmente. El primer evento
ocurre en el embrién temprano, cuando células progenitoras se especifican a partir del mesodermo de la
cabezay se diferencian a CCy PL (Fig. 4). Esta primera oleada de hematopoyesis “primitiva” da origen a los
hemocitos que actuardn en la respuesta inmune a lo largo del desarrollo del embrién. Culminada la
embriogénesis, estos hemocitos embrionarios continuaran ejerciendo su funcién en la larva, ya sea en
forma de parches de células adheridas al tegumento (hemocitos sésiles), o como células circulantes en el
hemocele (el sistema circulatorio abierto presente en todos los artrépodos) [66, 67].

El segundo evento de hematopoyesis (“final”) ocurre durante los estadios larvales en la glandula linfatica
(GL), el 6rgano hematopoyético por excelencia de Drosophila (Fig. 4). Los hemocitos que se forman en la
GL seran liberados al hemocele durante la metamorfosis pupal, por lo que formaran parte del sistema

inmune de la mosca adulta junto a los hemocitos preexistentes.

glindula
linfatica

hemocitos

glandula sesiles
linfatica

Figura 4- Existen dos eventos hematopoyéticos en distintos estadios del desarrollo de Drosophila. En embriones tempranos
ocurre la especificacion de pro-hemocitos (verdes) a partir del mesodermo de la cabeza, y paralelamente, comienza a formarse el
primordio de la glandula linfatica a partir del mesodermo toracico. La hematopoyesis embrionaria genera plasmatocitos (en

celeste), que migran a diferentes partes del embridn; y células cristal (en violeta) que permanecen en la region anterior. En el
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embridn tardio, el primordio de glandula linfatica presenta unas 20 células y ya exhibe la morfologia caracteristica de los futuros
I6bulos primarios ubicados simétricamente a ambos lados del vaso dorsal en desarrollo. En la larva 3, la glandula linfatica alcanza
su maximo tamafio. En este estadio, los hemocitos circulantes y los adheridos al tegumento (sésiles) son los que se han formado
en el embrién, dado que la glandula linfatica recién se desintegra durante la metamorfosis en el estadio de pupa, liberando los
hemocitos al hemocele. El vaso dorsal (en naranja) es el corazén del sistema circulatorio larval. Imagen adaptada de Ong, 2015

[10].

3. c- Desarrollo de la glandula linfatica durante los estadios larvales

El primordio de la glandula linfatica comienza a formarse en estadios embrionarios tempranos. Entre los
estadios 13 y 16, ya pueden apreciarse los I6bulos primarios de la glandula linfatica (Fig. 4), con unas 20
células cada uno y situados simétricamente en torno al vaso dorsal en desarrollo (futuro corazén de la
larva) [68].

Luego de su determinacion en el embridn, los Iébulos primarios proliferan activamente durante los
primeros estadios larvales, pasando de tener 20 células al inicio del 1er estadio larval a tener 200 células
al final de larva 2 [69, 70] (Fig. 5A, B). Caudalmente a los |6bulos primarios, se forman una serie de Iébulos
posteriores mas pequefios y separados entre si por células pericardicas (nefrocitos). Se desconoce el origen
de los l6bulos posteriores, pero se sabe que estdn atrasados en su diferenciacién respecto de los I6bulos
primarios. Ya desde larva 1, tanto los Iébulos primarios como los posteriores, todos ellos conformados por
células progenitoras, expresan los marcadores domeless (dome) y Thioester-Containing Protein-4 (TeplV)
(Fig. 5B). Domeless es el receptor de la via JAK/STAT en Drosophila [70], y sus funciones en hematopoyesis
permanecen poco claras hasta la fecha [71, 72]. Una porcién del promotor de domeless (domeMESO) ha
sido clonada y se la ha utilizado para generar tanto una linea inductora (domeMESO-Gal4) como diversos
reporteros de expresion, que se utilizan habitualmente para manipular genéticamente y visualizar a los
progenitores hematopoyéticos de la GL [73] (Fig. 5, Tabla I). De manera similar a domeless, el promotor de
TeplV ha sido clonado y utilizado para generar la linea inductora Tep/V-Gal4. [73] [74] [75].

A partir del estadio larval 2 tardio, se da inicio al proceso de diferenciacién. En ese momento las células
progenitoras mas lejanas al vaso dorsal siguen manteniendo la expresién de domeless, pero dejan de
expresar TeplV (Fig. 5C). Asi, la poblacién de progenitores se sub-divide en dos grupos: los progenitores
nucleo, mas cercanos al vaso dorsal, los cuales expresan TeplV y domeless; y los progenitores distales,
células mas maduras que dejan de expresar TeplV y adquieren la capacidad de poder diferenciarse hacia
PL o CC [76]. En el caso de diferenciarse a PL, dichas células comenzaran a expresar hemolectina (hml),
marcador temprano de diferenciacidon caracteristico de PL, al mismo tiempo que dejan de expresar
domeless (Fig. 5G). Posteriormente estas células expresaran el receptor Nimrod o antigeno P1 [77],
marcador de PL maduros. En el caso de comprometerse hacia el destino CC, dicha célula progenitora dejara

de expresar domeless y comenzara a expresar el factor de transcripcion lozenge (Lz) [78], marcador
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temprano de CC (Fig. 5G). Una vez maduras, estas células formaran inclusiones cristalinas de

Profenoloxidasa (PPO) [73, 76, 79], siendo éste un marcador de CC maduras.

En larva 3 wandering, momento en que se concentran las observaciones de este trabajo de tesis, la
gldndula linfatica presenta una clara distincién de zonas, alcanza su maximo tamafio y se hace conspicua
en la regién antero-dorsal del animal (Fig. 5G). En este estadio podemos apreciar 3 zonas definidas: 1) el
Centro Posterior Sefializador (CPS) ubicado en el extremo mas posterior del |6bulo primario, el cual actua
como nicho sefalizador que regula el mantenimiento de los progenitores; 2) la zona medular (ZM) que
incluye a los progenitores nucleoy a los progenitores distales [76] (Fig. 5G); y 3) la zona cortical (ZC) ubicada
en la periferia del I6bulo y poblada por hemocitos diferenciados o en proceso de diferenciacion (Fig. 5G).
Durante la pupariacién, los progenitores hematopoyéticos sufren diferenciacién masiva y el érgano se
desintegra, liberando los hemocitos maduros al hemocele [80] (Fig. 5F). Los hemocitos formados en la GL
larval sobreviven y proporcionan, junto a los hemocitos de origen embrionario, las funciones de defensa

contra patégenos en la mosca adulta.
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Figura 5- Desarrollo de la glandula linfatica en estadios larvales. (A) En larva 1, la glandula linfatica consta de dos l6bulos primarios
y de lébulos posteriores caudales, separados por células pericardicas. Tanto los Iébulos primarios como los posteriores estan
formados por progenitores indiferenciados que expresan los marcadores domeless y TeplV. Los l6bulos primarios ademds presentan
un grupo de células que conforman el centro posterior sefializador (CPS), y que se mantienen en todos los estadios posteriores del
desarrollo larval. Desde larva 1, pasando por larva 2 intermedia (B) hasta larva 2 tardia, los progenitores proliferan en los I6bulos
primarios (y en menor grado en los posteriores), aumentando diez veces la cantidad de células que los componen. (C) En el estadio
larva 2 tardia se observan, en la periferia de los Idbulos primarios, los progenitores distales, que se definen por la falta de expresién
de TeplV. (D). En larva 3 temprana, los progenitores permanecen en quiescencia y definen la llamada zona medular (ZM).
Paralelamente, aparecen células en diferenciacion (que ya no expresan mas domeless) y las primeras células terminalmente
diferenciadas: los plasmatocitos (hml- y P1-positivos) y las células cristal (Lz- y PPO- positivas). Estos tipos celulares definen una
segunda region, la zona cortical (ZC). (E) En larva 3 tardia (wandering), la ZC ha alcanzado su maximo volumen. En este momento del

desarrollo larval, la glandula linfatica se encuentra claramente organizada con la ZM vy la ZC bien definidas. La mayoria de las
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observaciones de esta tesis, y de la literatura en general, se hacen en este estadio. (F) Finalmente, en el estadio de pupa, las células
de la glandula linfatica se diferencian masivamente, se liberan al hemocele, y en consecuencia la glandula se desintegra. (G)
Representacion de un Iébulo primario en el tercer estadio larval wandering (izquierda superior). Izquierda inferior: posicion de la GL
en larvas del tercer estadio. Derecha: esquema de las zonas de la GL del tercer estadio larval wandering y las poblaciones celulares

que las conforman, incluyendo los marcadores especificos de cada zona.

4- Diferenciacion de las células cristal

La diferenciacion de células progenitoras a células cristal (CC) depende de la activacion de la via Notch (Fig.
5G), la cual es conocida por regular el mantenimiento o diferenciacidn de otros sistemas de células madre o
progenitoras en diversos modelos biolégicos. En la glandula linfatica, una vez iniciada la diferenciacion de las
células progenitoras a CC mediante la activacion de la via Notch, uno de los primeros genes que se expresan
es el del factor de transcripcidn lozenge (Iz), ortélogo en invertebrados del factor de transcripcion Runx1
[81]. En GL mutantes para Notch se pierde la expresion de Iz y no se observan CC [82]. Contrariamente, en
GL de larvas mutantes /z, la actividad transcripcional de Notch no se ve afectada, pero si la cantidad de CC
presentes en la GL, demostrando que la activacién de Notch precede a la expresion de /z y que este ultimo
es necesario para la diferenciacion de las CC [82]. La activacidon de muchos genes blanco de Notch en CC
depende en parte de la unién de Iz a sus secuencias regulatorias. De esta manera, se acepta que Notchy /z
cooperan en la activacidn transcripcional del programa de diferenciacién de las CC. En linea con estas
observaciones, la expresion de los genes klumpfuss y pebbled/hindsight, que promueven la diferenciacién
de las CC e inhiben la expresién de marcadores de otros destinos celulares, es dependiente de Notch y Iz

[83].

Si bien ambos ligandos de Notch, Delta y Serrate, se expresan en la GL, solamente la funcién de Serrate ha
sido caracterizada en este érgano. Hace tiempo se sabe que Serrate se expresa principalmente en el CPS
[82], pero sdlo recientemente nuestro grupo reportd que su expresion en este nicho favorece la activacion
de la via Notch en los progenitores nucleo de la ZM, lo cual contribuye a que los mismos se mantengan en
estado indiferenciado [84]. Por otra parte, Martinez-Agosto y colaboradores [85] reportaron que Serrate se
expresa ademas de manera transitoria en un grupo de células presentes en la interfaz entre la ZM y la ZC.
Hasta la fecha hay poca informacidn sobre estas células, pero se sabe que se forman a partir de células que
expresan domeless en la ZM y que la expresion de Serrate en estas células favorece la diferenciacion de

progenitores distales a CC [84].

Tanto el receptor Notch [86], que le da nombre a la via, como sus ligandos [87] (Delta y Serrate en
Drosophila), son proteinas de simple paso transmembrana, por lo que es necesario que exista contacto fisico
entre la célula dadora y la célula aceptora de la sefial para que pueda transmitirse la informacion [87]. El

receptor Notch es un hetero-oligdmero compuesto por un dominio extra celular (DECN, Dominio extracelular
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de Notch), el cual se asocia no covalentemente y de manera calcio dependiente al dominio intracelular (DICN,
Dominio intracelular de Notch), el cual consta de una pequefia secuencia ubicada extracelularmente, un paso

transmembrana y la regién intracelular propiamente dicha (Fig. 6).
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Figura 6- Pasos necesarios para la activacion de la via Notch. De izquierda a derecha: el receptor Notch esta conformado por un
dominio extracelular (DECN, azul) y un dominio intracelular (DICN, rojo), el cual consta de 3 regiones: extracelular, transmembrana
(ambas en negro), e intracelular/citoplasmatica (rojo). La interaccion entre Serrate (amarillo) y el DECN (azul) favorece la endocitosis
del ligando junto con el DECN en la célula vecina, lo cual expone el primer sitio de clivaje (cruz verde en la region extracelular de
DICN) para la metaloproteasa Kuzbanian (Kuz, violeta). La actividad catalitica de Kuz expone un segundo sitio de clivaje en la region
transmembrana, el cual es clivado por el complejo Y-secretasa (Y-sec, violeta). Este ultimo clivaje libera la region citoplasmatica del

DICN, el cual, merced a una sefial de localizacidn nuclear, ingresa al nucleo para regular la expresion de genes blanco.

En la via candnica de Notch (dependiente de ligandos), el contacto entre el ligando de la célula dadora de la
sefial y el DECN en la célula aceptora provoca la endocitosis del ligando en la célula dadora, el cual se lleva
consigo al DECN en el proceso (Fig. 6). La pérdida del DECN expone en la pequefia regidn extracelular del
DICN un sitio de clivaje para la metaloproteasa Kuzbanian (Kuz, ADAM en mamiferos). Kuz es una
metaloproteasa transmembrana presente en la membrana plasmatica y en endosomas. El clivaje por parte
de Kuz expone un segundo sitio de clivaje presente en la regidon transmembrana del DICN (Fig. 6). Este
segundo clivaje es catalizado por el complejo Y-secretasa, el cual al estar imbuido en la membrana plasmatica
(al igual que en la membrana de endosomas), puede clivar proteinas de simple paso transmembrana. Este
segundo clivaje libera la regidn citoplasmatica del DICN, la cual transloca al nucleo para regular la expresion
génica [41] de genes blanco mediante su interaccidon con Supressor of Hairless [42] y otros coactivadores

transcripcionales.
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En la mayoria de los casos, Notch es clivado por Kuz y Y-sec luego de unirse a su ligando en la membrana
plasmatica (Fig. 7, A). Sin embargo, se ha determinado que en ciertos contextos biolégicos, Notch es clivado
por la Y-secretasa no sélo en la membrana plasmatica, sino también en la membrana de los endosomas (Fig.
7, B): luego de ser clivado por Kuz, Notch es endocitado, llegando a las membranas de Endosomas
Tempranos, los cuales se acidifican y maduran a Endosomas Tardios, finalmente dando lugar a Cuerpos Multi-
Vesiculados (CMV) [88]. En este contexto, la Y-secretasa puede clivar a Notch en la membrana de Endosomas
Tardios, asi como en la membrana limitante de los CMV [89], liberando el DICN que luego ingresa al nucleo.
Trabajos realizados tanto en Drosophila como en células de mamiferos [90, 91] [92] demostraron que la
endocitosis de Notch y su trafico a través de la via endocitica son cruciales para favorecer el clivaje por la Y-
Sec y la activacidn de la via. De esta manera, la activacion de la via Notch esta gobernada por dos eventos:
la interaccion del receptor Notch con su ligando, y su trafico a través de la via endocitica.

La formacion de vesiculas intraluminales dentro de los endosomas tardios hace que los mismos pasen a
llamarse CMV. Existen 4 complejos ESCRT (Endosomal Sorting Complexes Required for Transport O to lll) que
promueven la invaginacion de la membrana de los endosomas [93, 94], dando lugar a las vesiculas
intraluminales del CMV. La incorporacion de Notch en estas vesiculas resulta en su degradacion lisosomal
[95]. Mientras el receptor Notch se encuentre en la membrana externa de los CMV y no sea secuestrado en
vesiculas intraluminales, hay posibilidades de que éste sea clivado por ySec, y que el DICN quede libre para
entrar al nucleo. De esta manera se establece un balance entre la activacién y la degradacidn de Notch en la

membrana de Endosomas Tardios/CMV.

Finalmente, la activacion de Notch también puede darse de manera independiente de ligandos (Fig. 7, C). En
este caso, el receptor Notch completo es endocitado y traficado, siguiendo el mismo proceso que en la Figura
7, B. La Unica diferencia es que en esta via es necesario que el DECN presente en el interior de los endosomas
deje de interactuar con el DICN para que los sitios de clivaje queden expuestos. Hasta la fecha no se ha
confirmado el mecanismo involucrado en exponer los sitios de clivaje. Sin embargo, una hipodtesis es que el
descenso del pH y cambios en el contenido catidnico de los endosomas, a medida que éstos maduran,

desestabiliza la estructura del DECN y por lo tanto su interaccidn con el DICN.
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Figura 7 — Esquema de las diferentes formas de activacion de la via Notch. (A) Tras unirse a su ligando Serrate (Ser), Notch sufre un
clivaje en la membrana plasmatica mediado por la metaloproteasa Kuzbanian (Kuz) y por el complejo Y-secretasa (Y-Sec). Luego del
clivaje, el DICN queda libre para ingresar al nucleo y, junto con otros coactivadores como Suppressor of Hairless (Su(H)), y regular la
expresion génica. (B) Alternativamente, el segundo clivaje de Notch, mediado por la Y-Sec, puede darse en membranas de
endosomas [96]: luego de interactuar con Ser y ser clivado por Kuz, Notch es endocitado (proceso dependiente del gen shibire (Shi)
entre otros), quedando inserto en la membrana de Endosomas Tempranos que van a madurar a Endosomas Tardios mediante la
accién de genes como Hrs y Rab5. La invaginacidon de la membrana de Endosomas Tardios mediada por los complejos ESCRT 0-lll da
lugar a vesiculas intraluminales del Cuerpo Multivesiculado (CMV). De esta manera, el receptor Notch puede encontrarse en la
membrana externa del CMV asi como en las membranas de las vesiculas intraluminales. Las proteinas Tsg101, Vps25 y Shrub son
parte de los complejos ESCRT |, Il y lll respectivamente. Vps4 es la ATPasa efectora de los complejos ESCRT. Los receptores Notch
presentes en la membrana de los CMV o en Endosomas Tardios pueden ser clivados por Y-Sec. Las moléculas de Notch presentes en
las vesiculas intraluminales del CMV son degradadas en el lisosoma (no se muestra en el esquema). (C) Activacién de Notch
independiente de ligandos: Notch puede ser endocitado sin la necesidad de unirse a un ligando; en este caso, el receptor completo
(DECN y DICN) llega a la membrana de endosomas tempranos. Los pasos siguientes son los mismos a los descriptos en (B). La
endocitosis de Notch independiente de ligandos es estimulada por la ligasa de ubiquitina E3 Deltex (Dx); la formacion de vesiculas
intraluminales del CMV que contienen a Notch es estimulada por la actividad de la E3 ubiquitin ligasa Suppressor of Deltex (Su (Dx)).

Imagen adaptada de Katz, 2024 [96].
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Hipotesis y objetivos



Hipétesis de Trabajo

La autofagia en progenitores hematopoyéticos de la glandula linfatica larval contribuye al control de la
diferenciacidon de las células de la sangre de Drosophila

Objetivos

e Caracterizar la via autofagica en las células progenitoras de la glandula linfatica.
e Determinar si la autofagia participa en la hematopoyesis de Drosophila.
o Definir el mecanismo mediante el cual la autofagia regula la diferenciacidn de las células de la

sangre en Drosophila.
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Materiales y Métodos



1- Manejo de Drosophila

1. a- Cria y mantenimiento de moscas

Las lineas de Drosophila utilizadas en los experimentos de esta tesis se mantuvieron en medio de crecimiento
estandar a base de harina de maiz (ver composicion en la seccidn de soluciones). Tanto los stocks de moscas
como las cruzas experimentales fueron mantenidas en viales de plastico de 2,5 cm de didmetro y 10 cm de
largo conteniendo aproximadamente 8 ml de medio de crecimiento. Para la amplificacién de lineas de interés
y cruzas, se utilizaron botellas de mayor capacidad (250 cm?) conteniendo 50 ml del mismo medio de
crecimiento. Los viales y botellas fueron mantenidos en incubadoras a 18°C, 25°C o 29°C, dependiendo del

uso de las lineas en cada caso.

El trabajo con moscas fue realizado bajo un flujo continuo de didxido de carbono para anestesiarlas y
posteriormente manipularlas con un pincel bajo lupa estereoscdpica. Para la administracion de CO; se utilizd
una base de plastico cubierta por una superficie porosa que permite el paso del gas y la manipulacion de las

maoscas.

1. b- Recoleccidon de hembras virgenes

Para la combinacidon de dos o mas construcciones transgénicas en un mismo animal fue necesario realizar
cruzas entre genotipos diferentes. Para las mismas, fueron utilizadas hembras virgenes de un genotipo de
interés y machos del otro. Basados en sus caracteristicas morfoldgicas, las hembras virgenes son facilmente
distinguibles de hembras no virgenes y machos [97]. La caracteristica distintiva de las hembras virgenes es
un abdomen abultado y poco pigmentado en el cual puede notarse la presencia del meconio, una mancha
verde oscura en la region ventral abdominal (Fig. 8A). El meconio constituye las primeras heces del adulto y
es visible durante las primeras 2-3 horas posteriores a la emergencia de la mosca adulta del pupario. Dado
que las hembras no son receptivas a los machos sino hasta 8 horas luego de la emergencia del pupario, la
presencia del meconio garantiza su virginidad. Para distinguir machos de hembras, puede observarse la
pigmentacién del abdomen en el extremo posterior dorsal (Fig. 8B) y el aparato reproductor en el extremo

posterior ventral del abdomen (Fig. 8C).

Los viales y botellas utilizados para obtener hembras virgenes fueron mantenidos a 18°C durante la noche
para retrasar la emergencia de las mismas. Este protocolo garantiza la mdxima recoleccién de hembras
virgenes por la mafiana. Durante el dia, los viales o botellas se mantuvieron a 25°C para realizar nuevas

recolecciones de hembras virgenes por la tarde también.
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Figura 8- Morfologia de machos y hembras Drosophila. (A) Vista ventral de una hembra virgen con meconio en el abdomen (flecha
negra). (B) Vista lateral de la hembra y el macho de Drosophila. Notar que el macho posee una fuerte pigmentacidn en el abdomen.
(C) Vista ventral de la terminalia (aparato reproductor) de machos y hembras. Imagenes modificadas de Atlas of Drosophila

Morphology, 2013 [98].

1. c- Establecimiento y mantenimiento de cruzas experimentales

Las cruzas experimentales de individuos parentales para combinar dos genotipos de interés en la
descendencia (por ejemplo, una mosca con un inductor Gal4 y otra mosca con una secuencia UAS) se
mantuvieron en viales durante los primeros 3 dias para favorecer la interaccién entre machos y hembras a
fin de asegurar la cépula. Posteriormente las moscas fueron transferidas a botellas con medio de cultivo
estandar y unos pocos granos de levadura en su superficie a fin de estimular la ovipuesta. Dado que el
desarrollo de la glandula linfatica es sensible a la densidad de larvas presentes en el medio de crecimiento,
fue necesario evitar la sobrepoblacion mediante el control de los niveles de ovipuesta. Para ello, los
cruzamientos estuvieron compuestos por 13 hembras virgenes y 4 machos. Las cruzas con individuos
parentales fueron repicadas (pasadas de una botella a otra) una vez por dia durante 4 dias para contar con
mas individuos en la descendencia (generacion F1) y mantener una ovipuesta constante. Los parentales se
mantuvieron a 25°C, mientras que la descendencia fue transferida a 29°C para maximizar la eficiencia del

sistema Gal4/UAS (ver mas adelante).

1. d- Cromosomas balanceadores y separacion de genotipos

Drosophila es un organismo diploide que posee ademas de los cromosomas sexuales X e Y, tres pares de
cromosomas autosomicos. Durante la meiosis, se produce la separacién de los cromosomas homadlogos,
transfiriendo de esta manera una copia de cada gen a su descendencia. Todos los genes codificados en un

mismo cromosoma segregan de manera conjunta y se los denomina genes ligados.
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En hembras de Drosophila, durante la profase de la meiosis I, los cromosomas homédlogos se aparean e
intercambian su material genético [99] (Fig. 9). Este proceso se denomina recombinacidon homélogay cumple
la funcién de ampliar la variabilidad de secuencias de ADN presentes en la poblacidn de moscas. En machos

este proceso no ocurre.

A B
==-——————"|
Cromatidas H A_B N —
Hermanas A b
de un Parental -A_B A B
—> >
a b a b
N e
a b a b
| a b
Cromosomas
Homodlogos

Figura 9- Esquema de recombinacién homdloga. (1) A/a son diferentes alelos de un gen y B/b son diferentes alelos de otro gen. Los
diferentes colores indican de qué linea parental provienen los cromosomas. (2) Recombinacidn: intercambio de fragmentos de ADN
muy similares o idénticos entre 2 cromosomas homodlogos de cada linea parental. (3) Resultado de la recombinacion entre

cromosomas homadlogos: se genera un cromosoma recombinante formado por fragmentos de ADN de ambos parentales.

Sin embargo, la recombinacién homdloga en las hembras representa un problema al momento de mantener
un grupo de genes ligados en un mismo cromosoma. Una herramienta fundamental para solucionar este
problema son los cromosomas balanceadores [3]. Estos cromosomas poseen en su secuencia inversiones
multiples (cambio estructural por el cual un segmento cromosémico cambia de sentido dentro del propio
cromosoma) que no comprometen la viabilidad de la mosca pero anulan la posibilidad de que ocurra la
recombinacidn entre cromosomas homadlogos durante la meiosis. Esto permite que, durante la formacién de
las gametas en la hembra, dos construcciones transgénicas, o mutaciones que se encuentren ligadas en un

mismo cromosoma, segreguen juntas y se encuentren siempre en la misma gameta (Fig. 10).

Una caracteristica distintiva de los cromosomas balanceadores es que poseen mutaciones que son letales en
homocigosis. Esta caracteristica es utilizada para el mantenimiento de lineas transgénicas o que presentan
una mutacioén de interés que también es letal en homocigosis (Fig. 10). De esta manera, se evita la pérdida

de la mutacion de interés en la poblacion debido a la imposibilidad de que el cromosoma balanceador lo
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reemplace. Tanto el cromosoma balanceador como la mutacién de interés se mantendran en trans-

heterocigosis.

Ch.2 Ch.2
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Balanceador Balanceador

Balanceador A B
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Gametas

Alelo letal en

F1 mmmmmm homocigosis
Balanceador/Balanceador B Reportero
enddgeno
AB/AB e
A,B/Balanceador — Fligual a Parentales
’ ]

Figura 10- Esquema representativo de la utilizacion de cromosomas balanceadores. Cruzamiento de dos parentales (GO) de igual
genotipo: heterocigotas para una mutacién letal en homocigosis (A) y para un reportero endégeno (B), ambos en un mismo
cromosoma, y un cromosoma homdlogo balanceador. Como consecuencia de este cruzamiento tenemos 2 gametas posibles (el
balanceador evita la recombinacion homdloga), las cuales en la F1 pueden generar tres combinaciones, donde dos de las mismas son
letales. Por un lado el alelo A es letal en homocigosis y por el otro, el balanceador posee mutaciones también letales en homocigosis.
Por tal motivo, en la F1 de este cruzamiento solo se observan moscas heterocigotas para la mutacion A, el reportero By el cromosoma

balanceador, genotipo idéntico al de las moscas parentales.

Para poder identificar la presencia de cromosomas balanceadores en la descendencia, los mismos portan
mutaciones dominantes que producen fenotipos facilmente distinguibles [100]. Un ejemplo es el clasico
marcador de los balanceadores del cromosoma 2, la mutacién dominante en el gen Curly (CyO) [101]. La
misma en heterocigosis provoca que las alas de la mosca se curven hacia su cara dorsal, haciéndolas
facilmente distinguibles (Fig. 11). Por tal motivo, las moscas de la descendencia que poseen las alas curvadas

son portadoras del cromosoma balanceador.

Ademas de los marcadores morfoldgicos, también se utilizan marcadores fluorescentes con patrones
caracteristicos a fin de poder reconocer la presencia del cromosoma balanceador en los diferentes estadios

del ciclo de vida de Drosophila (Fig. 12).
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Figura 11- Fenotipo producido por la mutacién CyO en las alas de la mosca adulta. Mientras que las alas de las moscas silvestres
son planas (A), la presencia del cromosoma balanceador CyO se manifiesta por la notable curvatura de las alas de las moscas (B).

Imédgenes modificadas del Atlas of Drosophila Morphology, 2013 [98].

En esta tesis fueron seleccionadas larvas del tercer estadio para estudiar la gldndula linfatica. La seleccién de
las larvas de interés se basé en la presencia o ausencia de cromosomas balanceadores que expresan
proteinas fluorescentes como YFP, visibles bajo lupa de fluorescencia (Fig. 12A). Ademas se seleccionaron

larvas por la presencia de construcciones fluorescentes de interés (Fig. 12B).

Figura 12- Seleccion de larvas de interés por marcadores fluorescentes. (A) Marca fluorescente caracteristica del balanceador
TM3YP, donde se observa la fluorescencia de YFP (Yellow Fluorescence Protein) en los discos imaginales de ojo y ganchos
mandibulares [100]. (B) Patréon de expresion de UAS-GFP bajo el control del inductor Hml-Gal4, caracteristico de Plasmatocitos
presentes en la GLy en circulacién [73]. Las lineas discontinuas marcan los contornos de las larvas. La flecha blanca indica la posicidn

de la glandula linfatica. Barras de escala: 1 mm.

2- Diseccion y procesamiento de la glandula linfatica
2. a- Diseccion y fijacion

Para la diseccion de la glandula linfatica (Fig. 131), cada larva fue colocada en una gota de PBS 1X sobre una
placa de silicona, bajo lupa estereoscdpica. Con la regidn posterior de la larva hacia la derecha del campo
visual (Fig. 13I1.1), se realizé un corte de la zona posterior de la larva utilizando dos pinzas Dupont #5. Tras
la salida de los érganos internos por la region posterior abierta, se reposiciond a la larva con la region anterior

hacia la derecha del campo visual, y utilizando una de las patas de una pinza, se empujaron los ganchos

33



mandibulares hacia el interior de la larva (Fig. 13I11.2). Seguidamente, la cuticula de la regién anterior que
gueda expuesta tras este procedimiento se corté (Fig. 1311.3) para obtener una cuticula abierta por sus dos
extremos, como si fuera un cilindro sin tapas. Los drganos internos fueron luego empujados para facilitar su
salida por la parte posterior (Fig. 131l.4), de manera que se obtuvo el conjunto de d6rganos internos,
separados de la pared del cuerpo, la cual se descarta. Tomando los ganchos mandibulares con una de las
pinzas, se limpiaron los érganos que no eran de interés para este estudio (traqueas, glandulas salivales, tracto
intestinal) (Fig. 131, 1311.5). De esta manera, nos quedamos solamente con un conjunto de tejidos formado
por los ganchos mandibulares, el cerebro de la larva y la glandula linfatica unida al vaso dorsal (de aqui en
adelante referido como “complejo cabeza”). Esta técnica de diseccidn es necesaria para evitar que la glandula
linfatica se pierda en los diferentes pasos del protocolo de inmunotincién. Los complejos cabeza, a medida
gue fueron extraidos, se almacenaron en un tubo Eppendorf de 2 ml con 900 pl de PBS en hielo. Una vez
obtenidos de 12 a 15 complejos por genotipo, se agregaron 100 pl de formaldehido 37% vy se fijé con
agitacion lateral suave durante 30 minutos a Temperatura Ambiente (TA). Transcurrida la fijacidn, se
reemplazé la solucidn fijadora por una solucién de lavado (PT), y se agité durante 30 minutos a TA.
Dependiendo de la necesidad, en este punto los complejos cabeza fueron directamente tratados para el
protocolo de inmunotincion o alternativamente fueron almacenados a 4°C para ser procesados

posteriormente.
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Figura 13- Diseccion de la glandula linfatica de la larva de Drosophila (1) Anatomia de la larva del 3¢ estadio. La glandula linftica
esta representada en rojo. Las letras A, P, D y V indican la orientacidon de la larva: A (anterior), P (posterior), D (dorsal), V (ventral).

(I1) Esquema representativo de la diseccidn de glandulas linfaticas de larvas del 3¢ estadio, momento del desarrollo en el que se
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hacen todas las observaciones de esta tesis. Cada paso de la diseccion se describe en el texto. Esquema modificado, cortesia del Dr.

Dalmiro Manuel Blanco Obregon.

2. b- Inmunotincidn de la glandula linfatica

En los experimentos en los cuales el marcador fluorescente fue expresado endégenamente, luego de la
fijacion y el posterior lavado, los complejos cabeza se almacenaron en solucidon de montaje a la espera de
ser montados para su andlisis en el microscopio. En los experimentos en los que se requirid visualizar
proteinas determinadas, se realizdé una inmunotincién utilizando anticuerpos contra ellas. En estos casos, los
complejos cabeza suspendidos en solucidn de lavado fueron blogqueados con una solucién de suero de cabra
10% en PT (GS-PT) con agitacidn suave durante una hora a TA. Luego, los tejidos fueron suspendidos en 40yl
de diluciones apropiadas de anticuerpos primarios en GS-PT e incubados con agitacién suave durante toda
la noche en camara fria a 4°C. Al dia siguiente, se lavaron los complejos cabeza con PT durante 30 minutos
para posteriormente incubarlos en 40pl de diluciones 1:250 de anticuerpos secundarios en GS-PT durante 2
horas con agitacidon suave a TA. En algunos casos, a la solucion de anticuerpos secundarios se le agregd DAPI
en una dilucién 1:400. A continuacion, se lavaron los tejidos con PT durante 30 minutos para finalmente
agregar medio de montaje y almacenarlos en la heladera hasta el momento del montaje para su observacién

bajo el microscopio.
A continuacidn se muestra una lista de los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en esta tesis:

Anticuerpos primarios:

X3

%

a-profenoloxidasa (PPO): reconoce la pro-enzima PPO en el citoplasma de las células cristal maduras.

Generado en conejo y utilizado en concentracién 1:1000 (donado por el Dr. George Christophides,

Imperial College London, Inglaterra [10%),

+» a-Lozenge (/z): reconoce al factor de transcripcion Iz en células cristal. Generado en ratén, y utilizado
en la concentracién 1:10. Hybridoma Bank AB_528346.

+* a-Dominio Extracelular de Notch (DECN): reconoce el dominio extracelular del receptor Notch.
Generado en ratén y utilizado en concentracion 1:10. C458.2H, Developmental Studies Hybridoma
Bank.

** a-P1: reconoce la proteina Nimrod (o antigeno P1) en la membrana de Plasmatocitos maduros.
Generado en ratdn y utilizado en concentracién 1:100. (laboratorio del Prof. Istvan Andé, Biological
Research Centre, Hungria).

%+ a-L1: reconoce al antigeno L1, expresado especificamente por Lamelocitos. Generado en ratén y

utilizado en concentracion 1:100. (laboratorio del Prof. Istvan Andd, Biological Research Centre,

Hungria).
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Anticuerpos secundarios:

Todos los anticuerpos secundarios utilizados fueron de la empresa Jackson Inmunoresearch (West Grove,

Estados Unidos), generados en cabra, y utilizados en una dilucion de 1:250.

++» Conjugados al fluoréforo Alexa 488, anti-conejo (Jackson InmunoResearch 111-545-144) y anti-raton

(Jackson InmunoResearch 115-545-205).

7
0.0

Conjugados al fluoroforo Cy3, anti-conejo (Target: Conejo, Jackson InmunoResearch 111-165-144) y
anti-raton (Target: Ratdn, Jackson InmunoResearch 115-165-166).
++ Conjugados al fluoréforo Cy5, anti-conejo (Alexa Fluor 647 target: Conejo, Jackson InmunoResearch

111-605-144) y anti-ratdn (Alexa Fluor 647 target: Raton, Jackson InmunoResearch 115-605-166).

2. c- Montaje de la glandula linfatica

Los complejos cabeza almacenados en medio de montaje se transfirieron a un portaobjetos de vidrio
utilizando una pipeta Pasteur de vidrio. Los tejidos se distribuyeron formando una gota alargada (Fig. 14.1.1)
y posteriormente se los separd mediante la utilizacidn de pinzas ya que habitualmente suelen quedar unidos
a través de fibras nerviosas. Una vez separados, se pinchd el extremo posterior libre del vaso dorsal con una
aguja fina y se lo arrastrd hasta la interfaz entre el medio de montaje y el aire, quedando el vaso dorsal
adherido al portaobjetos sobresaliendo del medio de montaje (Fig. 14.1.2). Se repitid este procedimiento
para cada uno de los complejos de cabeza de la muestra, tratando de que queden ubicados de manera
equidistante y a una altura similar para facilitar la posterior adquisicion de imagenes en el microscopio.
Luego, se realizé un corte en la regidn anterior del vaso dorsal con un movimiento de tipo tijera a fin de
separar la glandula linfatica del cerebro (Fig. 14.1.3). Los vasos dorsales adheridos al vidrio sirven de ancla
durante este movimiento de corte, evitando que el tejido se mueva. De esta manera se separé la glandula
linfatica del resto de los tejidos que no eran de nuestro interés. Luego, empujando la regién posterior del
vaso dorsal con una pinza, la glandula linfatica fue acomodada en la posicion final de montaje. Este
movimiento no solo organiza la posicién final de las glandulas en el preparado, sino que también permite
que las glandulas queden adheridas al portaobjetos de vidrio para poder colocar el cubreobjetos de manera
segura y asi mantener la integridad del tejido (Fig. 14.1.4). Para evitar que la colocacion del cubreobjetos
aplaste las glandulas linfaticas, en cada uno de los vértices del preparado se colocd un cerebro para que
actuara como sitio de apoyo del cubreobjetos y garantice una separacidn entre los dos vidrios (Fig. 14.11).

Finalmente, los bordes del cubreobjetos se sellaron con esmalte de ufias para evitar su deshidratacién.
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Figura 14- Montaje de la glandula linfatica. (1) Esquema de los pasos del montaje. Al igual que en los pasos de la diseccidn, se trabajo
bajo lupa binocular con iluminacion lateral. Las letras indican cada elemento que conforma el complejo cabeza: Cerebro (A), Glandula
linfatica (B), Vaso dorsal (C) y Ganchos bucales (D). (ll) Representacion del montaje finalizado. Las glandulas fueron ordenadas
conformando una fila en la regién media del portaobjetos y en cada esquina se colocé un cerebro. Imagen cortesia del Dr. Dalmiro

Manuel Blanco Obregon.

3- Tincidn con Lysotracker

Para la tincidn con LysoTracker, se disecd el complejo cabeza de larvas del tercer estadio en PBS conteniendo
0.1uM de LysoTracker Red DND-99 (Invitrogen) [103], e inmediatamente, la glandula linfatica fue montada
en PBS para la captura de imdagenes. Se utilizé un microscopio confocal Carl Zeiss-LSM 880 haciendo uso de
un objetivo 40x Zeiss Plan-Apochromat. El procedimiento no duré mas de 10 minutos, lo cual es esencial

para evitar la descomposicién del tejido no fijado.

4- Adquisicion y procesamiento de imagenes

4. a- Registro

El registro de las glandulas montadas se realizé utilizando los siguientes microscopios confocales: Carl Zeiss
LSM 710 o Carl Zeiss-LSM 880 (objetivos 40x Zeiss Plan-Apochromat, NA 0.8, o 63x Zeiss Plan-Apochromat,
NA 1.4). Ubicada la glandula linfatica en el centro del campo visual, se realizé el registro de imagenes que

cubrieron el espesor total del tejido (Z-stack), utilizando un intervalo de separaciéon de 2,5 um. Las
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condiciones de adquisicién fueron adaptadas segln el experimento a fin de conseguir la mejor calidad de
imagen, manteniendo constantes los pardmetros de adquisicion entre muestras control y experimentales.
Dependiendo de la necesidad del experimento, el registro también se realizé en un plano Unico seleccionado
de la glandula (preferentemente el plano medio). Para la observacion de Notch en compartimentos
subcelulares se adquirieron imagenes con un detector de super-resolucidn Airyscan en secciones épticas de

100nm de espesor y se reconstruyeron las imdagenes utilizando el programa Zen-Zeiss.

4. b- Procesamiento y cuantificacion de imagenes

Los planos Unicos o Z-stacks de cada glandula se procesaron utilizando el programa Fiji [104]. En el caso de
los planos Unicos, se hicieron ajustes de brillo y contraste. En el caso de los Z-stack, se realizaron proyecciones
de mdxima intensidad de todos los planos. En ambos casos, los canales por separado y la imagen que
combina a todos ellos (merge) fueron exportadas en formato Tiff para su analisis y posterior andlisis. Se
realizaron distintos tipos de cuantificaciones dependiendo del experimento: 1) drea de una poblacién celular
en funcidn del drea total de un I6bulo; 2) nimero de células positivas para un marcador, relativo al area total
del I6bulo; 3) intensidad de sefial de un canal dentro de un area determinada; 4) nimero de foci positivos de
un fluordforo dentro de un area determinada. Mientras 1 y 2 se realizaron a partir de Z-stacks, 3 y 4 se

hicieron utilizando planos unicos.

4. c- Analisis estadistico

La cuantificacién de los resultados y el andlisis estadistico fueron realizados utilizando los programas Excel y
GraphPad. La significancia estadistica fue calculada mediante 3 métodos diferentes dependiendo el

experimento:

e Prueba T-Student de dos colas, asumiendo muestras no pareadas.
e ANOVA de un factor seguido por test de Dunnett de multiples comparaciones

e Test de Likelihood Ratio seguido por un test Dunnett’s de multiples comparaciones

5- Herramientas genéticas de Drosophila

5. a- Sistema Gal4/UAS

El sistema Gal4-UAS [10> 1] proveniente de levaduras es una herramienta utilizada en Drosophila para dirigir
la expresién de un gen de interés en un grupo de células determinado. Este sistema se basa en la afinidad

del factor de transcripcion Gal4d por la secuencia UAS (Upstream Activating Sequence). A fin de activar el
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sistema Gal4/UAS se realiza el cruzamiento entre una linea que expresa Gal4 bajo un promotor tejido
especifico de interés (domeless en este caso), denominada linea inductora, con otra linea que codifica en
este caso un ARN de interferencia (Atg1®"") rio abajo de la secuencia UAS, denominada linea UAS (Fig. 15).
En la progenie (F1) de este cruzamiento, aquellos individuos que hayan heredado ambas construcciones

transgénicas expresaran Atg1®™"¥ bajo el control del promotor de interés (Fig. 15).

GO

Promotor
\ domeless ’

Gald

Promotor
domeless

Figura 15- Esquema representativo del sistema Gal4-UAS. El factor de transcripcion Gal4 es expresado bajo un promotor tejido
especifico (domeless en este caso). Una vez expresado, Gal4 se une a la secuencia UAS y activa la expresion del gen de interés que

se encuentra rio abajo de la misma.

5. b- Sistema Gal80

El represor transcripcional Gal80 es una herramienta ampliamente utilizada en Drosophila para inhibir la
actividad del sistema Gal4/UAS. Cuando Gal80 se expresa, se une al dominio de transactivacion del factor de
transcripcién Gal4, lo cual impide que este ultimo pueda unirse a la secuencia UAS y activar la transcripcion

de la secuencia que se encuentre rio abajo.

Estudios previos de nuestro laboratorio determinaron que la poblacidn de células progenitoras de la Zona
Medular de la GL estd compuesta por dos sub-poblaciones de progenitores: los progenitores nucleo, mas
cercanos al vaso dorsal, que coexpresan los marcadores TeplV y domeless [76, 107]; y los progenitores

distales, los cuales sélo expresan domeless[76, 107] (Tabla 1). Debido a la inexistencia de un inductor
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especifico de progenitores distales, en esta tesis hicimos uso del sistema Gal80 para limitar la expresién del
inductor domeMESO-Gal4 especificamente a esta subpoblacién celular. Para hacerlo, coexpresamos al
inductor domeMESO-Gal4 junto al represor transcripcional Gal80, cuya transcripcién estuvo controlada por
el promotor del gen TeplV, especifico de progenitores nucleo. De esta manera, domeMESO-Gal4 se expreso
en la totalidad de los progenitores de la GL, pero sélo indujo la transcripcién en progenitores distales (Fig.

16A) debido a que en progenitores nucleo, la expresién de Gal80 inhibid su actividad (Fig. 16B).

A
O-0
Promotor
domeless ¢
Promotor

TeplV Progenitores Distales

B
Promotor

domeless O
o @
Promotor

TeplVv Progenitores Nucleo

Figura 16- Interaccion entre el sistema Gal4-UAS y Gal80. El factor de transcripcidon Gal4 es expresado bajo el promotor del gen
domeless, mientras que la expresion del represor transcripcional Gal80 es regulada por el promotor del gen TeplV. En las células
donde se exprese tanto domeless como TeplV, el sistema Gal4/UAS estara reprimido. En cambio, en el tipo celular donde sélo se

expresa domeless, el sistema Gal4/UAS podra activarse.

5. c- ARN de interferencia

En Caenorhabditis elegans se observé que una inyeccién de ARN de doble cadena es suficiente para silenciar
la expresidn de un gen de interés 1%, Desde entonces los ARN de doble cadena o ARNs de interferencia
(ARNi) comenzaron a utilizarse para controlar la expresion génica. La ribointerferencia es un sistema que
utilizan las células de los organismos vivos para silenciar post-transcripcionalmente la expresidén de genes
especificos. Esta inhibicién esta mediada por la expresidn de moléculas de ARN de doble cadena que, siendo
complementarias a un ARN mensajero, conducen habitualmente a la degradacidon de éste ultimo. Este
mecanismo se conoce como silenciamiento génico o knockdown.

En Drosophila existen colecciones de moscas transgénicas que expresan ARNs de interferencia rio abajo de

la secuencia UAS. Estas colecciones cubren casi el 100% de los genes de Drosophila y permiten evaluar la
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funcién de los mismos en los diferentes tipos celulares dependiendo de la linea inductora del Gal4 que se

utilice.

5. d- Proteina de fusion 3xmCherry-Atg8

Se utilizd la linea de moscas transgénicas que expresa la proteina ATG8 fusionada en el N terminal a 3 copias
en tandem del fluoréforo mCherry (3xmCherry-Atg8) dirigida por su propio promotor endégeno %! con el
objetivo de evaluar la activacién de la autofagia en la glandula linfatica. Como ATG8 se incorpora a la
membrana del autofagosoma en formacién, y se mantiene unido a esta organela una vez que la misma
madura y se fusiona con el lisosoma %, el constructo 3xmCherry-Atg8 permite visualizar la presencia de
autofagosomas y autolisosomas. Por lo tanto, el andlisis de la distribucién subcelular de 3xmCherry-Atg8
permite inferir si la autofagia se encuentra activa o inactiva en las células. Cuando esta activa, la proteina
3xmCherry-Atg8 se observa en un patron punteado en el citoplasma (Fig. 17A). Si la autofagia se encuentra
inactiva, 3xmCherry-Atg8 se distribuye de manera ubicua en el citoplasma debido a que se halla en su forma

soluble (Fig. 17B) 114,

Figura 17- Distribucion de 3xmCherry-Atg8 en la célula. (A) Autofagia activa. Al formarse los autofagosomas 3xmCherry-Atg8 es
incorporado en sus membranas, observandose un patréon punteado en el citoplasma. (B) Cuando no se activa la autofagia,

3xmCherry-Atg8 no se nuclea, por lo que se distribuye de manera ubicua en el citoplasma.

5. e- Ref(2)P-GFP

Otra proteina de fusidn utilizada en esta tesis para evaluar los niveles de flujo autofagico en las células de la
glandula linfatica fue Ref(2)P-GFP [18]. Ref(2)P es el homdlogo en Drosophila de la proteina de mamiferos
p62 [29], la cual, al igual que Ref(2)P, posee un dominio UBA que le permite unir proteinas poli-ubiquitinadas
y un dominio denominado LIR de interaccién con Atg8/LC3. Gracias a ello, p62/Ref(2)P funcionan como
proteinas adaptadoras que reclutan cargos a ser degradados (en este caso proteinas poliubiquitinadas) al
autofagosoma en formacién gracias a su capacidad de unidn a Atg8. De esta manera, cuanto mayor sea el

flujo autofagico, mayor serd la tasa de degradacién del cargo y consecuentemente de Ref(2)P-GFP,
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disminuyendo la intensidad de GFP visible. En cambio, a bajas tasas de actividad autofagica, se observa un

incremento en la intensidad de GFP debido a la acumulacion de Ref(2)P en el citosol.

6- Equipos, reactivos y materiales utilizados

Para realizar este trabajo de tesis se utilizaron los siguientes equipos, reactivos y materiales:

Equipos:
- Lupas Binoculares Olympus MVX10, Olympus SZ40 y Olympus SZ51

- Microscopio confocal Carl Zeiss-LSM 880 (objetivos 40x Zeiss Plan-Apochromat, NA 0.8, o 63x Zeiss Plan-

Apochromat, NA 1.4).

- Microscopio confocal LSM 710 NLO con excitacién multi-fotdnica.

- Incubadora Forma Series Il, Water Jacketed CO2 incubator, Thermo electron corporation.

- Agitador orbital, Thermomixer eppendorf, Marshall Scientific

- Agitador Maxi Rocker

Materiales:
- Viales de vidrio o plastico de 2,5cm de didmetro y 10cm de alto
- Botellas plasticas de 250 cm3
- Elementos para la manipulacién de moscas:
e Plataforma porosa para anestesia con CO2
e Pinceles
e FlyPads
- Tubos eppendorf de 2ml
- Pinzas para diseccion #5 Dumostar — Dumont Biology
- Pipetas marca GILSON:
e Pipetman Classic P2
e Pipetman Classic P20
e Pipetman Classic P100
e Pipetman Classic P1000

-Pipetas Pasteur de vidrio

-Portaobjetos Henso Medical Co. Ltd 25,4 x 76,2 mm; 1,0 - 1,2 mm de espesor.

-Cubreobjetos Paramount 18 x 18 mm; 0.13-0.17 mm de espesor.
-Esmalte de ufias transparente.

-Placa de diseccion de silicona.
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Reactivos:

- Didxido de carbono gaseoso

- Levadura instantanea natural marca LEVEX
- Harina de maiz (Presto pronta).

- Nipagin (Cicarelli)

- Acido Propidnico (VanRossum)

- Suero de Cabra Sigma-Aldrich, G9023

- DAPI FluoroPure™ (Invitrogen)

- LysoTracker Red DND-99 (Invitrogen)

- Formaldehido 37% Anedra (Research AG)

Soluciones:

- Alimento de moscas: harina de maiz 8,25%, levadura 2%, sacarosa 3%, agar-agar

1,5%, suplementado con el anti-fungico Nipagin (1.19 g/l) y acido propidnico (4,36 g/l).

- PBS: 8g/L NaCl, 0,2g/L KCl, 1,44g/L Na,HPO,, 0,247g/L KH,PO,

- Solucidn de Fijacion: PBS + 9.25% Formaldehido 37% (Anedra)

- Solucién de Lavado (PT): PBS + 0,4% Triton X-100

- Solucién de montaje (Gelvatol): 0,1g/ml MOWIOL (4-88 Reagent Calbiochem 9CAS 9002-89-5), 0,25g/ml
glicerol, 0,5ml TRIS 0,2M

7- Lineas de moscas transgénicas utilizadas en esta tesis

Obtenidas del Bloomington Drosophila Stock Center (https://bdsc.indiana.edu):

e w!l (BL 3605)

Canton-S (BL 9515)

e UAS-GFP (BL 1521)

e YFP-Rab7 (BL 62545)
e YFP-Rab5 (BL 52543)
e Notch>*¢1!(BL 28813)
e Su(H)*(BL417)

o Atgl®™i(BL26731)

e Atg17fMi(BL36918)
o Atg18tM4(BL34714)
e Vps15fM (BL 34092)
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e Vps34FfNAi(BL 33384)

e Notch®™4 (BL 33611)

e Su(dx)®™ (BL 67012)

o E(spl)/mf-HLH-GFP (BL 65294)
e shibire®4 (BL 28513)

e Hrs®™A(BL 33900)

e UAS-Rab5° (BL 9772)

e Tsgl01fN4(BL 38306)

o Vps25fM (BL 54831)

e Fabl®fNA(BL 35793)

e Vamp7f" (BL 38300)

o  Syx17fVAi (BL 29546)

e Hml-Gal4 (BL 30139)

o  UAS-mCherry-NLS (BL 38424)
e UAS-Notch full (BL 26820)

o  UAS-BFP (BL 55094)

Obtenidas de Vienna Drosophila Resource Center (https://stockcenter.vdrc.at):

e shrubfi(v108557)
o Vps4RNAi (v105917)

Obtenidas de Kyoto Drosophila Stock Center:
e TeplV-Gal4 (KY 105-442)

Provistas amablemente por colegas:

e domeMESO-Gal4 (Utpal Banerjee, UCLA, USA)

e lozenge-Gal4 (Utpal Banerjee, UCLA, USA)

e Hml-dsred (Utpal Banerjee, UCLA, USA)

e domeMESO-GFP (Utpal Banerjee, UCLA, USA)

e 3xmCherry-Atg8a (Gabor Juhdasz, E6tvos Lorand University, Budapest)

e Atgl13® (Gabor Juhasz, EStvés Lorand University, Budapest )

e UAS-LacZ (Ben Shilo, Weizmann Institute of Science, Rehovot)

e UAS-GFP-Ref2P (Thomas Neufeld, University of Minessota, USA)

e  UAS-GFP-Lamp (Helmut Kramer, UT Southwestern Medical Center, USA)
e UAS-deltex (Spyros Artavanis-Tsakonas, Blavatnik institute, Harvard, USA)
e TeplV-Gal80 (Lauren Goins, Stanford University, USA)

e  BcF6- GFP (Tsuyoshi Tokusumi, University of Notre Dame, USA )
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Tabla I- Patron de expresion de lineas transgénicas de Drosophila utilizadas en esta tesis.

Progenitores

Totales
(Zona Medular)

domeMESO-Gal4, UAS-GFP
(Lab. Banerjee, UCLA, USA)

Linea inductora

domeMESO-GFP
(Lab.Banerjee, UCLA, USA)

Linea reportera:
porcion del promotor del
gen domeless clonado rio

arriba de GFP

Progenitores
Nucleo
(Zona Medular)

teplV-Gal4
(KY, Stock #105-442)

Linea inductora

Progenitores
Distales
(Zona Medular)

domeMESO-Gal4, UAS-GFP;
TeplV-Gal80

(Lab.Banerjee, UCLA, USA)
(Lab.Goins, Stanford University
School of Medicine)

Linea inductora

Células Cristal
(Zona Cortical)

Lz-Gal4
(Lab. Banerjee, UCLA, USA)

Linea inductora

BcF6-GFP
(Tsuyoshi Tokusumi)

Lineareportera:
parte del promotor black cells
clonado rio arriba de GFP

Plasmatocitos
(Zona Cortical)

hml-Gal4, UAS-GFP
(BL, Stock #30139)

Linea inductora

hml-dsRed
(Lab. Banerjee, UCLA, USA)

Linea reportera:
porcion del promotor del
gen hemolectina clonado

rio arriba de dsred
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Resultados



1- Caracterizacion de la autofagia en la glandula linfatica
1. a- En condiciones basales, la glandula linfatica presenta actividad autofagica elevada en

comparacion con otros tejidos de la larva.

El grupo liderado por el Dr. Eric Baehrecke observd en el afio 2013 que larvas mutantes para el gen ATG6
(homdlogo de Beclinal) presentan acumulaciones de masas melandticas (tumores de origen
hematopoyético en Drosophila) [112], un fuerte incremento en el nimero de hemocitos libres en circulacién
e hipertrofia de la GL, sugiriendo que la autofagia podria participar en el proceso de diferenciacion
hematopoyética. Dado que ATG6 participa no sélo en la via autofagica, sino también en la apoptosis [113] y
otras funciones celulares [114], en esta tesis realizamos estudios para determinar el rol que la autofagia
podria cumplir en la hematopoyesis de Drosophila. En primer lugar analizamos el grado de actividad
autofagica de la GL en comparacidn con otros tejidos de la larva. Con este fin, utilizamos dos criterios: 1)
nucleacion del reportero 3XmCherry-Atg8a [115]. Al estimularse la autofagia, Atg8 se incorpora a las
membranas de los autofagosomas, observandose foci positivos para mCherry en el citosol (Fig. 17), de modo
que utilizamos a la nucleacién del reportero de formacién de autofagosomas 3XmCherry-Atg8a [115] para
monitorear el proceso. 2) Incorporacién del colorante acidotrépico Lysotracker [103], lo cual nos permite
identificar tanto lisosomas como autolisosomas. En condiciones de alta actividad autofagica se produce un
aumento en la cantidad de autolisosomas, y por lo tanto, una mayor cantidad de estructuras que incorporan
Lysotracker. Utilizando ambos criterios, observamos que los niveles basales de autofagia en las GL de larvas
alimentadas del tercer estadio son particularmente altos en comparacidn con otros tejidos, presentando la
GL una mayor nucleacién del reportero 3XmCherry-Atg8a, y una mayor cantidad de estructuras acidas

positivas para Lysotracker (Fig. 18).
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Glandula Linfatica  Disco imaginal de Ala Glandula Salival Cuerpo Graso Intestino
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Figura 18- Niveles de autofagia basal en diversos 6rganos larvales de Drosophila. La actividad autofagica en cada 6rgano larval
indicado se analizé en base a la nucleacion del reportero de autofagia 3xmCherry-Atg8a (A-E), y en base a la cantidad de foci positivos
para el colorante acidotrdpico Lysotracker (F-J) en larvas alimentadas del tercer estadio temprano. (K) Cuantificacion del nimero de
foci de 3xmCherry-Atg8a cada 100 um?2. (L) Cuantificacién del nimero de foci de Lysotracker cada 100 um2. Analisis estadistico por
ANOVA de un factor seguido por test de Dunnett de multiples comparaciones con un intervalo de confianza del 95%. Para 3xmCherry-

Atg8a, n > 8; para Lysotracker, n = 5. Barras de escala: 20 um. **** = p<0,0001.

1. b- La autofagia en la glandula linfatica responde a cambios en la abundancia nutricional
Como ya ha sido reportado en otros érganos [103], corroboramos que en la GL la autofagia se activa tras
someter a las larvas a 6h de ayuno (Fig. 19). Esto se debe en parte a la inhibicién que ejerce mTORC1 sobre
la autofagia [32, 103, 116]. En condiciones de abundancia nutricional, mTORC1 se encuentra activo,
inhibiendo la autofagia. En cambio, en condiciones de ayuno esta inhibicidn no ocurre, permitiendo que la
autofagia tenga lugar. La induccidn de la autofagia frente al hambreado se observé mediante el incremento
de la nucleacion del reportero 3XmCherry-Atg8a y por tincidn con Lysotracker, pero también utilizando el

reportero de flujo autofagico Ref2P-GFP [18]. Ref2P es un receptor autofdgico cldsico que interactlia con
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Atg8 y al mismo tiempo une el cargo que va a ser degradado [29]. De esta manera, Ref2P recluta el cargo al
autofagosoma en formacidn, y junto con éste, es degradado tras la fusidon del autofagosoma con el lisosoma.
Cuanto mayor sea el flujo autofdgico, menores son los niveles de Ref2P que se observan en el citoplasma. Es

por eso que el ayuno de las larvas, reduce la cantidad de Ref2P en las células de la GL (Fig. 19).
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Figura 19- La autofagia se induce en la glandula linfatica tras someter a las larvas a 6 horas de ayuno. La actividad autofagica en la
GL se analiz6 en base a la nucleacidn del reportero 3xmCherry-Atg8a (A, B), a la fluorescencia de Lysotracker (D, E), y a la acumulacion
del reportero del flujo autofagico GFP-Ref(2)P (G, H). (C) Cuantificacidon del nimero de foci de 3xmCherry-Atg8a cada 100 um2, n >
4 |6bulos primarios; (F) del nimero de foci de Lysotraker cada 100 um2, n > 8; (I) de la intensidad de fluorescencia de GFP-Ref(2)P
cada 100 um2, n = 4. Analisis estadistico por test de Student con un intervalo de confianza del 95%. **p<0.01, ***p<0.001. Barras

de escala: 20 um.

1. c- Diferencias en los niveles de autofagia dentro de la glandula linfatica
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Habiendo confirmado que la GL presenta alta actividad autofagica en comparacidon con otros drganos
larvales, decidimos analizar si la misma varia entre regiones dentro de la glandula linfatica. Para distinguir a
la Zona Medular (ZM) de la Zona Cortical (ZM), utilizamos larvas domeMESO-Gal4/UAS-GFP en las que la ZM
gueda marcada fluorescentemente. Nuevamente, utilizamos el reportero 3XmCherry-Atg8a y observamos
que la ZM presentan niveles de autofagia notablemente mayores que la ZC (Fig. 20), sugiriendo que la
autofagia basal juega un papel importante en los progenitores hematopoyéticos que se encuentran

presentes en la zona medular.

Wild Type L3 Merge domeMESO>GFP  3xmCherry-Atg8a
10
NE *kkk

3

o 8-
o

3 6
L=
| ©
©

2 4
<

. £ 2
4

T ——
50 um IM ZC

Figura 20: En la glandula linfatica los niveles de autofagia son mayores en la zona medular que en la zona cortical. El reportero
autofagico 3xmCherry-Atg8a fue utilizado para analizar la activacion de la autofagia en la GL, en larvas en que la ZM est4d marcada
por la expresion de GFP. La abundancia de foci positivos para mCherry fue mucho mayor en la ZM que en la ZC. Analisis estadistico
por test de Student con un intervalo de confianza del 95%, ****p<0.0001. Las lineas punteadas amarillas marcan el limite entre la

ZMy la ZC. Barras de escala: 50 pm.

1. d- La autofagia en la glandula linfatica depende de los reguladores clasicos de la via

Continuando con la caracterizacién de la autofagia en la GL, analizamos si los reguladores clasicos de la via
autofagica son requeridos para la autofagia basal observada en este d6rgano hematopoyético,
especificamente en la ZM. Para ello, inhibimos por expresién de ARNs de interferencia en células
progenitoras la expresién de los genes del complejo de iniciaciéon Atgl [117] o Atg17 [21] [18, 19], los genes
Vps34 [23] o Vps15 [24] del complejo de nucleacidn [118], o de Atg18, fundamental para la elongacion del
fagoforo [28, 70, 73]. En todos los casos, observamos una reduccién de la nucleaciéon del reportero
3xmCherry Atg8a, y acumulacién del reportero de flujo autofagico Ref2P-GFP (Fig. 21), indicando, tal como

se esperaba, que los genes candnicos de la via autofdgica operan en la glandula linfatica.
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Figura 21- La activacion de la autofagia en la glandula linfatica depende de los genes candnicos de la via autofagica. Se utilizaron
los reporteros 3xmCherry-Atg8a (A-C; G-1) y GFP-Ref(2)P (D-F; J-L) para analizar los niveles de activacion de la autofagia en larvas que
expresan los ARNs de interferencia indicados, bajo el control del inductor domeMESO-Gal4, el cual se expresa en células progenitoras
de la GL. La autofagia se inhibe luego de silenciar cada uno de los genes candnicos que participan en esta via. (M) Cuantificacion de
la nucleacién del reportero 3xmCherry-ATG8a y de la (N) intensidad de fluorescencia de GFP-Ref(2)P. (M) Control, n = 29 I6bulos
primarios; Atg1RfNA n = 19; Atg17fNA n = 22; Vps15RNAL n = 20, Vps34RNAi n = 17; Atg18RNAi n = 10. Andlisis estadistico por ANOVA
de un factor seguido por test de Dunnett de multiples comparaciones con un intervalo de confianza del 95%. (N) Control, n = 33;
Atg1RNAi n = 9; Atg17fNAi n = 7; Vps15RNA n = 22, Vps34RNAi n = 12; Atg18fNAi n = 31. Andlisis estadistico por test de Kruskal-Wallis
seguido por el test de Dunn’s de multiples comparaciones con un intervalo de confianza del 95%. ***p<0.001, ****p<0.0001, ns, no

significativo (p>0.05). Barras de escala: 20 um.
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Los resultados presentados hasta aqui sugieren que en la GL la autofagia se encuentra basalmente activada,
en especial en la ZM, y que dicho proceso depende de los genes cldsicos que regulan a la autofagia en otros
sistemas bioldgicos. Corroboramos asimismo que nuestras herramientas genéticas funcionan

eficientemente para inhibir la autofagia en los progenitores hematopoyéticos de la gldndula linfatica.

2- La autofagia regula la hematopoyesis de Drosophila

Habiendo caracterizado a la autofagia de la GL, continuamos con el andlisis del posible rol que la misma
podria cumplir en la diferenciacién de las células de la sangre. Para ello, realizamos experimentos de pérdida
de funcion de genes esenciales de la via autofagica, observando marcadores especificos de las distintas
poblaciones de hemocitos presentes en la GL. En larvas homocigotas mutantes Atg14% [117], la autofagia se
encuentra inhibida y la cantidad de Células Cristal (CC) [73, 76, 79, 81] se vio claramente incrementada,
mientras que la proporcién de plasmatocitos y de células progenitoras no se vio afectada. (Fig. 22).

1%,y al no ver cambios en las otras poblaciones

Dado el particular incremento de CC en el mutante Atg
celulares (Fig. 22), nos preguntamos si la autofagia es requerida de manera auténoma en las células
progenitoras de la GL para la correcta diferenciacion a CC. A tal fin, expresamos ARNs de interferencia contra
varios genes de la autofagia, utilizando el inductor de progenitores domeMESO-Gal4. El silenciamiento de
componentes del complejo de iniciacién, al igual que el silenciamiento de componentes de los complejos de
nucleacidn o de elongacién provocé un incremento de la cantidad de CC (Fig. 23), sugiriendo que la autofagia
opera en progenitores hematopoyéticos regulando la diferenciacidn de CC. El incremento de CC se observo

tanto con anticuerpos contra Lozenge [81], como contra PPO [73, 76, 79], al igual que utilizando el reportero

especifico de células cristal BC-GFP [119] (Fig. 24).
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Figura 22- Larvas mutantes para Atgl presentan una cantidad incrementada de células cristal. Imdgenes de microscopia confocal
de I6bulos primarios. En larvas mutantes homocigotas Atg143, los niveles de autofagia se encuentran reducidos, lo cual se observa
por la disminucién de la nucleacidn del reportero 3xmCherry-Atg8a (A, A’, A”; n > 8). Las poblaciones de progenitores
(domeMESO>GFP; B, B’, B”; n > 13) y de Plasmatocitos (P1; C, C’, C’’; n > 24) no se vieron alteradas en larvas mutantes Atg14%. En
cambio, se observa un aumento de células cristal, detectadas con el anticuerpo anti-Lozenge (Lz; D, D’, D’’; n 2 7) o con el anticuerpo
anti-Profenoloxidasa (PPO; E, E’, E”’; n = 10). Analisis estadistico por test de Student con un intervalo de confianza del 95%. *p<0.05,
**%p<0.001, ****p<0.0001, ns, no significativo, p>0.05. Barras de escala: 20 um y 50 um. Las lineas discontinuas marcan los

contornos de un Iébulo primario.

53



domeMESO-Gal4

Control Atg1RNA Atg17RNA

.
M iz ||V a5 we _ PPO
) e
3 =
Qo =
S 3
= 5 1004
g 200 g
s s
2 k2
5] S
2 100 @ 50
3 3
S 8
A\ Ty A\ A\ A\ 0' o\ o\ o\ N N
S aF S aF P W
c,°°\ o & N é"a '\% o°\ ) Q\% o & q\g
LR RC RS L SR RU S

Figura 23- La inhibicion de genes de la via autofagica en células progenitoras incrementa la diferenciacion de células cristal. Las
células cristal fueron visualizadas por inmunofluorescencia, utilizando anticuerpos anti-Lozenge (Lz; A-C; G-I) o anti-Profenoloxidasa
(PPO; D-F; J-L) en l6bulos primarios, donde la autofagia fue inhibida especificamente en células progenitoras expresando cada uno
de los ARNs de interferencia indicados bajo el control del inductor domeMESO-Gal4. La cantidad de células cristal se incrementa en

comparacion con el Control (A, D). Los paneles M (anti-Lz) y N (anti-PPO) muestran la cuantificacién del nimero de células cristal en
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cada genotipo. Analisis estadistico por test de Likelihood Ratio seguido por un test Dunnett’s de multiples comparaciones
(tratamientos versus control) con un intervalo de confianza del 95%. ***p<0.001, ****p<0.0001, ns, no significativo, p>0.05. Para
Control, n = 65 lébulos primarios; para Atg1fNAi n = 24; para Atg17fNAi n = 25; para Vps15RfNAi n = 19; para Vps34RNAi n = 13; para
Atg18RNAi n = 21 para Lz, n = 20 para PPO. Barras de escala: 50 um. Las lineas discontinuas marcan los contornos de un l6bulo

primario.
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Figura 24- Visualizacion del incremento de células cristal utilizando el reportero BC-GFP. Para confirmar el aumento de CC con una
herramienta adicional, utilizamos el reportero endégeno de CC Bc-GFP. (A, B) La cantidad de Células Cristal se incrementa en larvas
que expresan Atg1RNAi en progenitores en comparacion con el control. El panel C presenta la cuantificacion del nimero de células
cristal. Andlisis estadistico por test de Student con un intervalo de confianza del 95%. **p<0.01. Control, n = 21 Iébulos primarios;

Atg1RNAi n = 13. Barras de escala: 50 um. Las lineas discontinuas marcan los contornos del Iébulo.

Al igual que en larvas homocigotas mutantes Atg1“® (Fig. 22), la cantidad de células progenitoras (GFP) y
Plasmatocitos (Hml-dsred, P1) no se vieron alteradas al inhibir la autofagia especificamente en células
progenitoras (Fig. 25). Debido a que la diferenciacién de células progenitoras a CC o PL constituye una
decisién binaria [76], uno esperaria ver que una mayor diferenciacién de CC conlleve una reduccion en la
cantidad de plasmatocitos. Esto no se observa en las mediciones probablemente debido a que la proporcion
de plasmatocitos es mucho mayor que la de CC. En condiciones control, los plasmatocitos conforman el 95%
del total de hemocitos de la GL, mientras que las CC conforman el restante 5% [70, 120]. Aunque la poblacién
de CC se duplique, el cambio en la poblacidn de plasmatocitos seria sutil, pasando de un 95% del total de
hemocitos de la GL a un 90%, no pudiendo reflejarse esto estadisticamente en las mediciones.

Finalmente, corroboramos la ausencia de Lamelocitos en la GL (Fig. 25) (identificados mediante el anticuerpo
L1 [121]), los cuales sélo se diferencian a partir de células progenitoras frente a ciertas situaciones de estrés,
como la parasitacidon por huevos de avispa [70, 121]. Todos estos resultados sugieren que la autofagia

participa especificamente en la diferenciacién de células progenitoras a células cristal.
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Figura 25- La inhibicion de genes de la via autofagica en células progenitoras no altera la diferenciacién de plasmatocitos o células
progenitoras. Imagenes de microscopia confocal de Iébulos primarios, donde cada ARN de interferencia indicado fue expresado bajo
el control del inductor domeMESO-Gal4 para inhibir la autofagia en células progenitoras de la GL. Las poblaciones de progenitores
(domeMESO>GFP; A-D; n > 20) y de Plasmatocitos (Hml-dsred; E-H; n = 10. P1; I-L; n = 20) no se vieron alteradas. No se observd la
presencia de Lamelocitos (L1; M-0) en ningln caso. (P-R) Cuantificacién del cambio proporcional de las areas que ocupan los
Progenitores y Plasmatocitos. (P) Control, n = 20 |6bulo primario; Atg1RNAi, n = 21; Atg17fNAi, n = 20; Vps15fNA4i n = 24. (Q) Control, n
= 21 Iébulo primario; Atg1fNAi n = 13; Atg178fNAi n = 11; Vps15RNAi n = 10. (R) Control, n = 20 lébulo primario; Atg1fNAi n = 21;
Atg17RNAi n = 20; Vps15RNAL n = 24. Andlisis estadistico por ANOVA de un factor seguido por test de Dunnett de multiples

comparaciones con un intervalo de confianza del 95%. ns, no significativo, p>0.05. Barras de escala: 50 um. Las lineas discontinuas

marcan los contornos del Iébulo.
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3- La autofagia limita la activacion de la via Notch y consecuentemente la diferenciacion

de células cristal

Habiendo determinado que la inhibicidn de la autofagia en células progenitoras promueve un aumento de
la diferenciacion de CC (Fig. 22-24), y sabiendo que dicha diferenciacidon depende de la activacidn de la via
Notch [76, 122] (Fig. 5-7), decidimos investigar si los niveles de autofagia regulan el grado de activacion de
la via Notch en células progenitoras. A ese fin, realizamos experimentos de interacciones génicas para
determinar si la autofagia ejerce un efecto sobre la diferenciacidn de CC, de manera dependiente de la via
Notch. En efecto, el incremento de CC, observado al inhibir la autofagia en células progenitoras utilizando
ARNs de interferencia contra Atgl o Atgl7 no se observa cuando se silencia simultdneamente la expresidon
del receptor Notch en este tipo celular (Fig. 26). En linea con la idea de que el efecto de la autofagia sobre la
diferenciacién de CC depende de la via Notch, tras inhibir la autofagia en larvas mutantes heterocigotas para
componentes de la via Notch (N*>¢!/+ [123] o Suppressor of Hairless'/+), no observamos cambios en la
cantidad de CC (Fig. 26). Estos resultados de interacciones génicas sugieren que la autofagia podria limitar la

activacion de la via Notch durante la diferenciacion de CC.
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Figura 26- Interacciones génicas entre la via de la autofagia y la via Notch. Las CC fueron visualizadas por inmunotincidn con un
anticuerpo anti-PPO. La expresidn de Notch?®VAi con el inductor domeMESO-Gal4 bloqued completamente la diferenciacion de CC (A,
C), mientras que la expresién de AtglRfNA4 incrementd su numero (A, B). Tras inhibir la expresion de Atgl coexpresando
simultdneamente NotchfV4 tampoco se observan CC (D). En larvas mutantes heterocigotas para Notch (N°%¢11) o Suppressor of
Hairless (Su(H)?), se suprime el aumento de CC observado tras inhibir la autofagia (E-H). (1) Cuantificacién del nimero de CC por
I6bulo. Analisis estadistico por test de Kruskal-Wallis seguido por el test de Dunn’s de multiples comparaciones con un intervalo de
confianza del 95%. Distintas letras representan diferencias significativas (p<0.05). (1) Control, n = 33 Iébulos primarios; Atg1fNAi n =
43, NRNAI 1 = 18; NRNAI/Atg1RNAI n = 23; para N>%¢11/+ n = 14; N>%¢11/+; Atg1RNAi n = 28, para Su(H)Y/+, n = 18; Su(H)Y/+; Atg1fNAi, n =
18.

58



3. a- La autofagia limita la activacion de la via Notch dependiente del ligando Serrate

Es sabido que el ligando de la via Notch, Serrate (Ser), se expresa de manera transitoria en la GL, en células
aisladas presentes en la periferia de la ZM. Estas células a su vez expresan domeless [76], y se sabe que la
expresion de Serrate en estas células es necesaria para la formacién de CC [81, 122, 124]. Para analizar el rol
de la autofagia en la regulacidon de la via Notch dependiente de Ser, silenciamos simultdneamente la
expresion de Atgly de Serrate utilizando RNAs de interferencia contra cada uno, con el inductor domeMESO-
Gal4. El incremento de CC observado al inhibir la autofagia en células progenitoras se suprimié al silenciar la
expresion del ligando Ser (Fig. 27), lo cual va en linea con la posibilidad de que la autofagia antagonice la

activacion de la via Notch dependiente del ligando durante la diferenciacién de CC.
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Figura 27- Interacciones génicas entre los genes de la autofagia y la via Notch. La expresion de SerratefNAi con el inductor
domeMESO-Gal4 redujo la diferenciacién de CC (A, C), mientras que la expresion de AtglRNA incrementd su niumero (A, B). Este
aumento provocado tras inhibir la expresidn de Atgl se revirtid a niveles comparables con el del control al coexpresar SerfN4i (A, D).
Las dosis de UAS de cada cruza fue compensada siendo: (A) UAS-GFP, UAS-CherryRNAi; (B, C) UAS-CherryRNAi (E) Cuantificacion del
numero de CC por |ébulo visualizadas con un anticuerpo anti-PPO. Analisis estadistico por test ANOVA de un factor seguido por el
test de Tukey’s de multiples comparaciones con un intervalo de confianza del 95%. n > 14 de Iébulos primarios en cada genotipo.
Distintas letras representan diferencias significativas (p<0.05). Barras de escala: 50 pm. Las lineas discontinuas marcan los contornos

del Iébulo.

59



3. b- La autofagia limita la activacion de la via Notch independiente de ligandos

Dado que en ciertos contextos bioldgicos la activacidon de la via Notch puede darse de manera independiente
de ligandos (Fig. 7C), investigamos la posibilidad de que esta forma de activacion ocurra en las células
progenitoras de la GL durante la diferenciacién a CC. Este parece ser el caso, ya que la manipulacién de la
expresion de genes que participan especificamente en la activacion de Notch independiente de ligandos asi
lo indica. La sobre-expresion en células progenitoras de la E3 ubiquitin ligasa Deltex (Dx), que promueve la
endocitosis en la membrana plasmatica y consecuente activacion de la via Notch independiente de ligandos
[125-127], incrementd significativamente la diferenciacion de CC (Fig. 28). Asimismo, el silenciamiento del
gen Suppressor of Deltex (Su(Dx)), otra E3 ligasa, que en este caso inhibe la activacion independiente de
ligandos promoviendo la degradacion lisosomal de Notch [128, 129], también incrementé la diferenciaciéon
de CC (Fig. 28). Estas observaciones apoyan la posibilidad de que la activacién de Notch independiente de

ligandos contribuya a la diferenciacién de CC en la GL.
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Figura 28- La activacion de la via Notch independiente de ligandos induce la diferenciacion de células cristal. (A-C) Las células cristal
fueron visualizadas por inmunofluorescencia, utilizando un anticuerpo anti-Lozenge (Lz). La sobreexpresidn del gen deltex (B), o el
silenciamiento de Suppressor of Deltex (C) produjeron un incremento de CC. (D) Cuantificacion del nimero de CCs. Analisis estadistico
por test de Likelihood Ratio seguido por un test Dunnett’s de multiples comparaciones (tratamientos versus control) con un intervalo
de confianza del 95%. Control, n = 22 |6bulos primarios; UAS-deltex, n = 52; Su(dx)fNA4i n = 17 .****p<0.0001. Barras de escala: 50 um.

Las lineas discontinuas marcan los contornos del I6bulo.
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De manera similar a los experimentos de interaccién génica presentados mas arriba, genes que participan
en la via Notch independiente de ligandos también presentaron interacciones génicas antagdnicas con la
autofagia: el silenciamiento de Deltex, que por si mismo no modifica la diferenciacidon de CC, suprimio el
aumento de CC ocasionado tras silenciar a Atgl (Fig. 29A-D, G). De igual manera, silenciar a Atgl
simultdneamente con Su(Dx), el cual por si solo tampoco altera la cantidad de CC, bloqued el aumento de CC
observado al silenciar Atgl solamente (Fig. 29A,B, E-G). Estos resultados sugieren nuevamente que la
autofagia antagoniza la activacion de Notch durante la diferenciacidn de CC, ya sea la misma dependiente o

independiente de ligandos.
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Figura 29- Interacciones génicas entre los genes de la autofagia y la via Notch independiente de ligandos. (A-F) La diferenciacién
de CC se evalud por inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-profenoloxidasa (PPO). El silenciamiento del gen Deltex (C) o la
sobre-expresion de Suppressor of Deltex (E) no modificaron el nimero de CC. La inhibicién de Atgl (B) provocé una mayor
diferenciacién de CC, pero dicho aumento se suprimio al coexpresar DeltexfNA (D) o sobre-expresar Suppressor of Deltex (F) con el
inductor domeMESO-Gal4. (G) Cuantificacidon de los resultados de los paneles (A-F). Analisis estadistico por test ANOVA de un
factor seguido por el test de Tukey’s de multiples comparaciones con un intervalo de confianza del 95%. n > 20 de I6bulos primarios
para cada genotipo. Distintas letras representan diferencias significativas (p<0.05). Barras de escala: 50 um. Las lineas discontinuas

marcan los contornos del Iébulo.
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4- La autofagia controla la abundancia del receptor Notch

Se sabe que la sobre-expresién del receptor Notch completo en células progenitoras provoca un incremento

de la diferenciacién de CC [76] (Fig. 30).
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Figura 30- La sobre-expresion del receptor Notch en células progenitoras incrementa la diferenciacion de células cristal. Las células
cristal fueron visualizadas por inmunofluorescencia, utilizando un anticuerpo anti-Profenoloxidasa (PPO) en I6bulos primarios, donde
el receptor Notch FL (Full Length) fue expresado bajo el control del inductor domeMESO-Gal4 (B). La cantidad de células cristal se vio
incrementada en comparacién con el control (UAS-BFP; A). El panel C muestra la cuantificacién del nimero de células cristal de los
experimentos de los paneles A y B. Analisis estadistico por test de Student con un intervalo de confianza del 95%. ***p<0.001.
Control, n = 13 Iébulos primarios; UAS-Notch FL, n = 25. Barras de escala: 50 um. Las lineas discontinuas marcan los contornos del

I6bulo.

Decidimos por lo tanto investigar si el efecto de la autofagia en la via Notch se da a través de un control
directo sobre la abundancia del receptor Notch. Si bien hasta el momento se reportaron casos aislados en
los que la autofagia regula directamente los niveles de moléculas sefializadoras [130-132], la autofagia es
normalmente considerada un proceso de degradacion masiva en el que la abundancia de moléculas
individuales no suele estar especificamente regulada. Sin embargo, en el caso de Notch, si parece existir una
regulacién especifica, ya que tras silenciar la autofagia en células progenitoras, se observé un aumento de la
cantidad de proteina Notch (Fig. 31). Consistentemente con esto, observamos un incremento del nimero de
células que expresan al reportero de actividad transcripcional de la via Notch E(spl)-GFP [133, 134] (Fig. 31),
aportando evidencia adicional de que al inhibir la autofagia, la abundancia del receptor Notch se ve

incrementada y la via se sobre-activa.
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Figura 31- Los niveles de proteina de Notch, al igual que su actividad transcripcional, se incrementan al silenciar genes de la via
autofagica en células progenitoras. (A-E) Inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-Notch revelé que los niveles del receptor se
incrementan de manera significativa, tras expresar ARNs de interferencia contra genes de la autofagia con el inductor domeMESO-
Gal4. (K) Cuantificacion de la intensidad promedio de fluorescencia de las imagenes de los paneles A-E, con un intervalo de confianza
del 95%. Control, n = 37 I6bulos primarios; Atg1RNAi n = 25; Atg17fNAi n = 16; Vps15fNAi n = 16; Atg18RNA4i n = 25. (F-J) La actividad
transcripcional de Notch se evalud con el reportero transcripcional E(spl)-GFP tras el silenciamiento de genes de la autofagia,
revelando un incremento de la transcripcién dependiente de Notch. (L) cuantificacion del numero de células positivas para el
reportero GFP, con un intervalo de confianza del 95%. Control, n = 19 I6bulos primarios; Atg1fNAi n = 21; para Atg17fNAi n = 20;
Vps15RNAi n=22; Atg18FfNAi n = 25. Andlisis estadistico (K, L) por test ANOVA de un factor seguido de test Dunnett’s para comparacion
de tratamientos versus control. **¥p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. Barras de escala: 10 y 50 um. Las lineas discontinuas marcan

los contornos del I16bulo.
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5- Interacciones entre la via endocitica y la via autofagica subyacen a la regulacion de
Notch dependiente de la autofagia

5. a- La via endocitica controla la diferenciacion de las células cristal

A continuacidn, investigamos los mecanismos mediante los cuales la autofagia controla la abundancia de
Notch. Como la autofagia es esencialmente un proceso de degradacidn en masa y, con sélo unas pocas
excepciones [130, 131, 133], no suele degradar moléculas especificas, razonamos que podria existir un
vinculo entre la maquinara autofagica y la via endocitica, la cual es esencial para la activacién de Notch en
ciertos contextos bioldgicos [135, 136] (Fig. 7B, C). En esta linea, decidimos primeramente explorar si la
progresion normal de la via endocitica es requerida para la activacidn de Notch en células progenitoras y la
diferenciacién de CC, y de ser asi, si la via endocitica interactiia con la autofagia, explicando el mecanismo
de regulacién de Notch dependiente de autofagia. En linea con esta hipdtesis, el silenciamiento en células
progenitoras del gen shibire, el cual codifica una dinamina esencial para completar la endocitosis [137] (Fig.
7), bloquea la diferenciacién de CC (Fig. 32), lo cual sugiere que la endocitosis es requerida para la activacion
de Notch en este contexto. De igual manera, afectar la actividad de hrs asi como la de la GTPasa pequefia
Rab5, ambas necesarias para la maduracién de endosomas tempranos a endosomas tardios [138] [89, 139]
(Fig. 7), reduce de manera significativa la diferenciacion de CC (Fig. 32), sugiriendo nuevamente que en
células progenitoras, el trafico de Notch a través de la via endocitica es necesario para la activacion de la via,

Yy en consecuencia, para diferenciacion de CC.
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Figura 32- La via endocitica controla la diferenciacion de CCs. La cantidad de CC, analizada por inmunofluorescencia con anticuerpos
anti-Lozenge (Lz; A-D) o anti-profenoloxidasa (PPO; E-H), decrece al silenciar la expresidn de la dinamina Shibire (B, F), o de los genes
Hrs (C, G) o Rab5 (D, H). (1, J) Cuantificacion de los resultados presentados en los paneles A-D y E-H. Control, n = 86 l6bulos primarios;
shibirefNAi n = 24; HrsfNAi n = 24; Rab5PN, n = 22. Andlisis estadistico por test de Likelihood Ratio seguido por el test de Dunnett’s
para comparacion de tratamientos versus control con un intervalo de confianza del 95%. *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001. Barras

de escala: 50 um. Las lineas discontinuas marcan los contornos del Idbulo.

Existen 4 complejos ESCRT (Endosomal Sorting Complexes Required for Transport O to Ill) que promueven la
invaginacion de la membrana externa de los endosomas tardios, dando lugar a la formacién de vesiculas
intraluminales [93, 94] del Cuerpo Multivesiculado (CMV) (Fig. 7). La incorporacién de Notch a dichas
vesiculas, lo cual resulta en su degradacion lisosomal [95], es favorecida por Su(Dx) [129]. Mientras el
receptor Notch se encuentre en la membrana limitante del CMV, y no sea secuestrado en vesiculas
intraluminales, Notch puede ser clivado por la y-secretasa, liberando el DICN para que ingrese al nucleo y
regule la transcripcion (Fig. 7). Para sumar evidencias de que la via endocitica es importante en la regulacion
de Notch en progenitores hematopoyéticos, y particularmente para determinar si los complejos ESCRT
contribuyen a la degradacion de Notch en esta poblacion celular, silenciamos en células progenitoras la
expresion de Tsg101, componente del complejo ESCRT-I, de Vps25, componente del complejo ESCRT-II, de
Shrub, miembro del complejo ESCRT-III, y de Vps4, el cual codifica a la ATPasa efectora de todos los complejos
ESCRT (Fig. 7) [140, 141]. El silenciamiento de estos genes provocd un claro incremento de CC, al igual que
la cantidad de proteina Notch en células progenitoras (Fig. 33), contribuyendo al concepto de que,
impidiendo la formacidn de vesiculas intraluminales del CMV y la consecuente degradacion lisosomal de

Notch, la abundancia y actividad de Notch aumentan.
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Figura 33- La inhibicién de componentes de los complejos ESCRT resulta en una mayor abundancia de Notch y un aumento de la
diferenciacion de células cristal. Se realizaron tinciones Anti-Lozenge (Lz) y anti-Profenoloxidasa (PPO) para visualizar CC y
determinar el efecto provocado por el silenciamiento de diferentes componentes de los complejos ESCRT (B-D; G-I) o del gen Vps4
(E, J) que codifica a la ATPasa efectora de los complejos ESCRT. (O, P) Cuantificacién de la cantidad de CC por I6bulo. Andlisis
estadistico por test de ANOVA de un factor seguido por un test de Dunnett’s de multiples comparaciones de tratamientos versus
control con un intervalo de confianza del 95%. Control, n = 86 I6bulos primarios; TSG101fRNAi n = 24 Lz y n = 22 para PPO; Vjps25fNAi,
n = 24; shrubfNAi n = 19; Vps4RNAi n = 33, (K-N) Inmunofluorescencia contra Notch que revela que los niveles de proteina Notch
aumentan en cada uno de los tratamientos, acompafiando el incremento de CCs. (Q) Cuantificacion de la inmunofluorescencia contra
Notch expresada como el cambio relativo de intensidad de fluorescencia respecto del control. Control, n = 20; TSG101/N4 n =16;
Vps25RNAi n = 19; shrubfNAi n = 15; Vps4RNAi n = 14, ANOVA de un factor seguido del test de Dunnett’s de comparaciones multiples
de tratamientos contra control. *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001, ns, no significativo (p>0.05). Barras de escala: 10 y 50 um. Las

lineas discontinuas marcan los contornos del Iébulo.
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5. b- La inhibicion de la formacion de anfisomas o de autolisosomas limitan la degradacion

lisosomal de Notch

Habiendo establecido que la via endocitica cumple un rol central en la diferenciacidn de las células cristal, la
siguiente pregunta fue cdmo la autofagia afecta la activacién de Notch a través de la via endocitica. Es bien
sabido que los autofagosomas pueden fusionarse con el CMV, dando lugar a anfisomas, y que los anfisomas
pueden a su vez fusionarse con lisosomas para generar autolisosomas [142, 143] (Fig. 34). Mas aun, algunos
autores han propuesto que los autolisosomas, organelas en las que ocurre la degradacion del contenido de

los autofagosomas [143], se originan exclusivamente mediante la formacién previa de anfisomas [144, 145].

E Autofagosoma === DICN
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Figura 34- Esquema del proceso de maduracion de endosomas, su fusion con autofagosomas, y su posible implicancia en la
regulacion de Notch. El endosoma con el dominio intracelular de Notch (DICN) insertado en su membrana madura dando lugar al
CMV, en cuya membrana externa el complejo gamma-secretasa (y-sec) puede clivar y liberar al DICN. Alternativamente, la
invaginacion de la membrana externa de CMV da lugar a vesiculas intraluminales que pueden contener al DICN. Hipotetizamos que
la fusidn del CMV con el autofagosoma, para generar el anfisoma media la degradacion del DICN. De manera semejante, la fusion
del anfisoma con el lisosoma, dando lugar al autolisosoma es también necesaria para la degradacidn del DICN. Imagen adaptada de

Katz, 2024 [96].

De acuerdo con esta hipétesis, la inhibicion de la autofagia en células progenitoras provocé una acumulacién
de vesiculas Rab7 positivas (endosomas tardios y CMVs) (Fig. 35) [115, 146, 147]. A continuacién, analizamos
entonces la posibilidad de que la formacién de anfisomas y autolisosomas sean necesarias para la
degradacion lisosomal del DICN (Fig. 34), regulando asi qué proporciéon de Notch que se activa en la

membrana externa del CMV y qué proporcién se degrada en el lisosoma.
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Figura 35- Los Endosomas Tardios/CMV se acumulan tras inhibir la autofagia. (A, B) La inhibicion de la autofagia en células
progenitoras mediante la expresion de AtgIRNAi incrementa la cantidad de vesiculas positivas para Rab7. (C) Cuantificacién del
numero de foci positivos para Rab7 cada 100 um2, n > Iébulos primarios. Analisis estadistico por test de Student con un intervalo de

confianza del 95%. ***p<0.001. Barras de escala: 50 um.

El silenciamiento de la quinasa de fosfatidinositol Fabl, que es requerida para la maduracidn y actividad de
los endolisosomas [148], incrementa la diferenciacién de CC (Fig. 36). De manera similar, el silenciamiento
de las SNAREs Vamp7 [30] o Syntaxina 17, requeridas para la fusién entre autofagosomas y CMV [31, 149],
asi como entre anfisomas y lisosomas, incrementan la diferenciacion de CC (Fig. 36), al igual que los niveles
de proteina Notch (Fig. 37). Estos resultados sugieren que, inhibiendo los eventos de fusién que dan lugar a
anfisomas y autolisosomas, se reduce la degradacién de Notch, lo cual favorece su activacién y consecuente

diferenciacién a CC.
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Figura 36- La inhibicion de la maduracion de los lisosomas o de los eventos de fusion que dan lugar a anfisomas o autolisosomas
incrementa la diferenciacion de células cristal. Tinciones con Anti-Lozenge (Lz) y anti-Profenoloxidasa (PPO) para visualizar CC. El
silenciamiento de la expresion de Fab1 con el inductor domeMESO-Gal4 incrementa la cantidad de CC (A, B, E, F). La inhibicién de
las SNAREs Vamp?7 o Syntaxina 17 también incrementa la diferenciacién de CC (C, D, G, H). (1, J). Cuantificacion de CC por lébulo con
un intervalo de confianza del 95%. Control, n = 22; fab1fNAi n = 21; Vamp7fNAi, n = 20; Syx17fNAi n = 19. Analisis estadistico por
Brown-Forsythe y Welch ANOVA seguido por un test de Dunnett’s T3 comparando tratamientos contra control. ***p<0.001,

*#%*p<0.0001. Barras de escala: 50 um. Las lineas discontinuas marcan los contornos del I8bulo.

domeMESO-Gal4

Control Vamp 7fNAI

Fluorescencia relativa
de Notch

Figura 37- Los niveles de proteina de Notch se incrementan al inhibir la fusion que da lugar a anfisomas o autolisosomas. (A, B)
Inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-Notch revelé que los niveles del receptor aumentan de manera significativa en los
I6bulos primarios, donde Vamp7fV4i se expresd bajo el control del inductor domeMESO-Gal4. (C) Cuantificacion del cambio relativo
al control de la intensidad promedio de fluorescencia de Notch a partir de imagenes Unicas con un intervalo de confianza del 95%.
Control, n = 22 Iébulos primarios; Vamp7fNAi n = 24. Andlisis estadistico por test de Student con un intervalo de confianza del 95%.

**%p<0.001. Barras de escala: 10 um.

A fin de verificar la presencia de Notch en las diferentes vesiculas autofagicas y endociticas que se predijeron
a partir de los experimentos presentados hasta aqui, realizamos un andlisis por microscopia confocal de alta
resolucidn (AiryScan). Observamos que Notch se encuentra asociado o en el interior de vesiculas positivas
para Rab5 o Rab7, que serian respectivamente Endosomas Tempranos y Endosomas Tardios/CMV [150, 151]
(Fig. 38). Al inhibir la autofagia en células progenitoras, las vesiculas Rab7+ (E.Tardios/CMVs) presentaron un
tamafio mayor que el de las larvas control, asi como también una mayor cantidad de Notch en su interior
(Fig. 38). Estas observaciones apoyan la idea de que la autofagia regula la cantidad de Notch presente en

endosomas, el cual puede ser potencialmente clivado para estimular la activacién de la via.
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Figura 38- La presencia de Notch en compartimentos endosomales se incrementa al inhibir la autofagia. (A-1) Imagenes confocales
de alta resolucion (Airyscan) de Notch asociado a vesiculas endosomales. (A-C) El receptor Notch (cian, flechas blancas) se encuentra
en Endosomas Tempranos positivos para Rab5 (rojo, flechas amarillas). (D-F) El receptor Notch (cian, flechas blancas) se encuentra
en Endosomas Tardios/CMV positivos para Rab7 (rojo, flechas amarillas). (G-1) Al inhibir la autofagia mediante la expresion de
Atg1RNAi |as vesiculas positivas para Rab7 (rojo, flechas amarillas) incrementaron su tamafio, al igual que la cantidad de Notch (cian,
flechas blancas) presente en ellas. Este mismo experimento se realizé también con Atg17RNAi, \/ps15RNAiy Atg18RNAi dando resultados
similares (no mostrados con imagenes). (J) Cuantificacién del tamafio de vesiculas positivas para Rab7 en los experimentos de los
paneles (D-1) con un intervalo de confianza del 95%, incluyendo los resultados obtenidos con Atgl7RNAi, Vps15RNAi y Atg18RNAI. (K)
Cuantificacién del cambio relativo de intensidad de fluorescencia de Notch en vesiculas Rab7+ en los experimentos de los paneles
(D-1), incluyendo ademas resultados obtenidos con Atg17fN4i, Vps158NAi y Atg18RNA, Los datos se expresan como cambio relativo de
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la intensidad de fluorescencia cian asociada a vesiculas Rab7 positivas (rojo). Intervalo de confianza del 95%, n > 966 vesiculas por
genotipo. n > 628 vesiculas para cada experimento. En ambos casos se realizé un andlisis estadistico mediante test de Kruskal-Wallis
seguido por un test de Dunn’s de multiples comparaciones (tratamientos vs. control). **p<0.01, ****p<0.0001. Barras de escala: 2

pm.

A continuacidn, investigamos si Notch se encuentra presente en anfisomas (positivos para Atg8 y Rab7) o en
autolisosomas (positivos para Atg8 y Lamp) [152], y pudimos verificar que efectivamente se halla en dichas
estructuras (Fig. 39), confirmando la via de transito de Notch inferida a partir de los experimentos genéticos

descriptos mas arriba.

Anfisomas

Autolisosomas

Figura 39- Notch co-localiza con marcadores lisosomales, autofagicos y endociticos. Imagenes confocales de super-resolucién
(Airyscan) de Notch asociado a anfisomas y autolisosomas. (A-D) Notch (cian, flechas blancas) co-localiza con vesiculas positivas para
Rab7 (verde, flechas amarillas), y con estructuras positivas para Atg8a (rojo, flechas rosas). (E-H) Notch (cian, flechas blancas) aparece

asociado con vesiculas positivas para Lamp (verde, flechas amarillas) y para Atg8a (rojo, flechas rosas). Barras de escala: 2 um.

Finalmente, gracias a la combinaciéon de diferentes marcadores vesiculares cuantificamos en células
progenitoras la localizacion intracelular de Notch en condiciones normales de desarrollo (Fig. 40). Del total
de Notch intracelular, aproximadamente el 26% se encuentra en endosomas tempranos (Rab5+), el 9.5% en
anfisomas (Rab7+, Atg8+), el 6.2% en autolisosomas (Atg8+, Lamp+) y entre el 3.6% al 5.3% en Endosomas

tardios/CMV/lisosomas.
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Figura 40- Cuantificacion de la localizacion de Notch en vesiculas endociticas y autofagicas. Imagenes como las de las figuras 36 y
37 fueron utilizadas para estimar la proporcion de Notch presente en cada compartimento subcelular. (A) foci de Notch n = 354;

correspondientes a la figura 36, A-C; (B) foci de Notch, n = 461; correspondientes a la figura 37, A-D; (C) foci de Notch, n = 404;
correspondientes a la figura 37, D-H.

En base a los resultados presentados, proponemos un modelo donde la autofagia, mediante la fusidn de
autofagosomas con CMV, establece un balance entre la activacidon de Notch en la membrana externa del

CMV, y su degradacién lisosomal luego de ser incorporado a vesiculas intraluminales del CMV (Fig. 45).

6- La autofagia regula la diferenciacion especificamente en progenitores distales

Estudios previos de nuestro laboratorio determinaron que la poblacion de células progenitoras de la zona
medular consta de dos subpoblaciones: los progenitores nucleo, mds cercanos al vaso dorsal y que
coexpresan los marcadores TeplV y domeless [76, 107]; y los progenitores distales, los cuales sélo expresan
domeless [76, 107] (Fig. 5). Asimismo, hemos determinado que en los progenitores distales se da la toma de
decisiones que desencadena la diferenciaciéon a CC. Para confirmar que la autofagia limita la diferenciacion
de CC especificamente en progenitores distales, utilizamos una construccidn TeplV-GAL80 para limitar la
inhibicién de la autofagia a esta subpoblacién celular (Fig. 16). De esta manera, solamente los progenitores
nucleo expresaran Gal80, lo cual inhibe la actividad de Gal4 en este tipo celular, sin afectar la actividad de
Gal4 en progenitores distales. Debido a que esta herramienta molecular, generada y amablemente donada
por la Dra. Lauren Goins (Stanford University, USA), todavia no fue utilizada en trabajos publicados,
decidimos hacer las caracterizaciones necesarias para corroborar la funcionalidad de la misma. Como se

observa en las Figs. 41, 42, Gal4 sélo induce la expresidén de elementos bajo UAS en progenitores distales,
confirmandose asi la validez de la herramienta.
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Figura 41- La herramienta Tep/V-Gal80. Para confirmar que la construccién Tep/V-Gal80 bloquea la actividad del sistema Gal4-UAS
en progenitores nucleo sin afectar a la poblacion total de progenitores, co-expresamos Tepl/V-Gal80 junto con el inductor de
progenitores nucleo TeplV-Gal4, la secuencia UAS-mCherry y el reportero endégeno de progenitores dome-GFP. (C, D, G) La
expresion de TeplV-Gal80 no afecta la cantidad de progenitores totales. (E, F, H) El sistema Tep/V-Gal80 bloquea la expresion de UAS-
mCherry dependiente del inductor TeplV-Gal4. (G, H) Cuantificaciones del cambio proporcional del drea cubierta por progenitores
totales (dome-GFP) y del cambio proporcional de la intensidad de mCherry (Tep/V>mCherry). Andlisis estadistico por test de Student
con un intervalo de confianza del 95%. Control, n = 16 I6bulos primarios; Tep/V-Gal80, n = 15. ¥**p<0.001; ns, no significativo, p>0.05.

Barras de escala: 50 um. Las lineas discontinuas marcan los contornos del [ébulo.
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Figura 42- La expresion de TeplV-Gal80 bloquea la actividad del sistema Gal4-UAS en la poblacion de progenitores nticleo. (A)
Continuando con los controles para verificar el funcionamiento del sistema Tep/V-Gal80, expresamos esta construccion en moscas
que también expresaban la secuencia UAS-GFP con el inductor domeMESO-Gal4, el cual se expresa tanto en progenitores nucleo
como distales. (B) La expresion de Gal80 especificamente en progenitores nucleo se pone en evidencia por la falta de fluorescencia
de GFP en la region mds cercana al vaso dorsal (lineas discontinuas rojas), la cual corresponde a la regién que ocupan los progenitores
ntcleo. (C, D) Esquema de la ubicacion de cada subpoblacién de progenitores en la GL. Barras de escala: 50 um. Las lineas

discontinuas marcan los contornos del I6bulo.

Habiendo confirmado que el sistema Tep/V-Gal80 inhibe la actividad del sistema Gal4-UAS solamente en
progenitores nucleo (Fig. 41, 42), procedimos a inhibir la autofagia especificamente en progenitores distales
y analizar de este modo si se observan los mismos fenotipos en la diferenciacion de CC que se describieron
mas arriba en esta tesis. Se observd una vez mas un incremento en la cantidad de CC (Fig. 43), sugiriendo

que la autofagia limita la diferenciacién de CC en progenitores distales.
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Figura 43- La inhibicion de la autofagia en células progenitoras distales altera la diferenciacion de células cristal. (A-F) Cada ARN
de interferencia indicado fue expresado bajo el control del inductor domeMESO-Gal4 junto con TeplV-Gal80 para inhibir la autofagia
en células progenitoras distales especificamente. La cantidad de Células Cristal aumenta en comparacidn con GL Control. Los paneles
G (Lz) y H (PPO) presentan la cuantificacion del nimero de Células Cristal por Iébulo. Andlisis estadistico por ANOVA de un factor
seguido por test de Dunnett de multiples comparaciones con un intervalo de confianza del 95%. *p<0.1, ***p<0.001. Control, n =24

I6bulos primarios; Atg1fNAi, n = 23; Atg17f%N4 n = 20. Barras de escala: 50 um. Las lineas discontinuas marcan los contornos del I6bulo.
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1- Modelo propuesto para el mecanismo mediante el cual la autofagia regula la

diferenciacion de células cristal

En esta tesis se ha investigado el rol que cumple la autofagia en la hematopoyesis de Drosophila. Observamos
que las células progenitoras de la glandula linfatica presentan niveles basales de autofagia elevados, y que
la reduccién de la actividad autofagica resulta en la acumulacién de la proteina Notch y en una mayor
diferenciacidn de células cristal. La acumulacién del receptor en células progenitoras es condicidn suficiente

para inducir la activacidn de la via, y en consecuencia, la diferenciacién de células cristal.

Como se ha reportado en otros contextos bioldgicos [89, 126, 127, 153, 154], corroboramos en células
progenitoras de la GL que la activacidén de Notch, asi como su degradacidn lisosomal, requieren del trafico a
través de compartimientos de la via endocitica. Las primeras etapas de la via son necesarias para que Notch
se active, siendo éstas la endocitosis del receptor, su trafico a través de endosomas tempranos y la posterior
maduracién a endosomas tardios. Las etapas finales (formacidn de vesiculas intraluminales y consecuente
degradacion de Notch en lisosomas) limitan la activacién de la via Notch. Tanto mediante el bloqueo de la
endocitosis, como inhibiendo la maduraciéon de endosomas tempranos a endosomas tardios/CMV, la
diferenciacidon de CC se vio afectada. En cambio, una reduccién de la actividad de los complejos ESCRT, lo
cual evita la formacidon de vesiculas intraluminales en CMV, produjo la acumulacién de Notch, y en

consecuencia, una mayor diferenciacién de CC.

La autofagia es esencialmente un proceso de degradacién masivo y, con algunas excepciones, no suele
degradar moléculas especificas. El hecho de que la autofagia sea necesaria para la degradacién de Notch es
consistente con un modelo donde la fusidn del CMV con autofagosomas -lo cual da lugar a anfisomas- es
necesaria para direccionar a Notch hacia su degradacién lisosomal. La inhibicién de la autofagia bloquea el
tréfico hacia lisosomas, provocando la acumulacién de endosomas tempranos, tardios y CMV, en los cuales
se encuentra el receptor Notch. Una reduccion de la degradaciéon de Notch cambia el balance hacia la
activacion del receptor en la membrana de endosomas, aumentando asi la diferenciacion de células cristal.
Consistentemente con este modelo, la inhibicion de la maduraciéon de los lisosomas o de los eventos de
fusidon que dan lugar a anfisomas o autolisosomas reducen los niveles de degradacion de Notch, lo cual

favorece su activacion y la consecuente diferenciacion de CC.

De esta manera, nuestros resultados establecen una relacién entre la autofagia y la diferenciacién de las
células de la sangre, donde los niveles de activacidon de Notch se regulan a través de los niveles de autofagia

(Fig. 44).
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Figura 44 - Modelo propuesto para la regulacion de la actividad de Notch a través de la autofagia en células progenitoras. (A)
Trafico de Notch con el proceso de autofagia activo. Notch se endocita luego de interactuar con su ligando Serrate y se cliva de
manera dependiente de Kuzbanian. El Dominio Intracelular de Notch (DICN) permanece unido a la membrana de endosomas
tempranos, los cuales maduran, dando lugar a endosomas tardios y CMV (flechas negras). EI DICN puede ser clivado por la y-secretasa
(y-sec) en la membrana de ensodomas tardios o CMV, quedando libre para entrar al nucleo y regular la transcripcién (Flechas verdes).
Alternativamente, el DICN presente en la membrana de CMV puede ser internalizado, quedando atrapado en vesiculas
intraluminales. La fusién del CMV con autofagosomas resulta en anfisomas que contienen a Notch, los cuales se fusionan con
lisosomas para formar autolisosomas (flechas rojas), lugar donde Notch es degradado. De esta manera, los niveles de autofagia
limitan la degradacién lisosomal de Notch. (B) Trifico de Notch en condiciones de inhibicién de la autofagia. La fusion de
autofagosomas con endosomas tardios/CMV es necesaria para que estos Ultimos sean direccionados al lisosoma para su

degradacion. Una reduccién de la formacién de autofagosomas limita el trafico hacia lisosomas, provocando la acumulacion de
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endosomas tempranos, tardios y CMV, en los cuales se encuentra el receptor Notch. Una reduccion de la degradacién de Notch
cambia el balance hacia una mayor activacién del receptor en la membrana de los endosomas, aumentando asi la diferenciacién de

células cristal. Imagen adaptada de Katz, 2024 [96].

2- La via Notch en Drosophila y en vertebrados

El gen Notch fue reconocido por primera vez en estudios realizados en Drosophila a comienzos del 1900,
donde se observé la presencia de muescas en las alas de moscas mutantes heterocigotas para dicho gen.
Desde entonces se han encontrado homdlogos de Notch en multiples organismos, todos con estructura y
funcidn similares al Notch de Drosophila [155, 156]. Drosophila tiene un solo receptor Notch, mientras que
C. elegans tiene dos receptores redundantes, LIN-12 y GLP-1. Los vertebrados tienen 4 pardlogos de Notch,
Notch-1, -2, -3, y -4, los cuales tienen algunas funciones redundantes y otras uUnicas [157]. En humanos, al
igual que en Drosophila, los precursores de Notch son generados en el RE, donde se les afiaden diversos tipos
de glicdsidos necesarios para su estabilidad y funcién [158]. Luego, son translocados al aparato de Golgi,
donde el receptor Notch es clivado, pasando a ser un heterodimero, antes de ser transportado a la
membrana plasmatica. El dominio extracelular de Notch1 (DECN) esta formado por 36 repeticiones EGF-like.
Notch 2-4 poseen un DECN similar, variando la cantidad de repeticiones y el tipo de glicosilaciones. Los
humanos al igual que los ratones poseen 5 ligandos de Notch: delta-like ligand 1 (DLL1), delta-like ligand 3
(DLL3), delta-like ligand 4 (DLL4), Jagged-1 (JAG1), y Jagged-2 (JAG2), todos ellos con algunas funciones
redundantes y otras que son Unicas de cada uno [157]. La estructura de los ligandos es similar a la del
receptor. Son proteinas de un solo paso transmembrana cuyo dominio extracelular se compone de
repeticiones EGF-like, las cuales determinan la interaccién con el receptor correspondiente. En Drosophila

solo existen dos ligandos de Notch, Delta (analogo a delta-like) y Serrate (analogo a Jagged).

Historicamente, los componentes involucrados en la via Notch asi como los mecanismos que regulan la via
fueron descriptos primero en Drosophila, principalmente en trabajos realizados en el disco imaginal de ala,
buscandose luego posibles similitudes en mamiferos. Un ejemplo de esto fue el descubrimiento de una
manera de activacion de la via independiente de ligandos. Se determind que Deltex [126], una E3 ubiquitin
ligasa que ubiquitina a Notch, favorece la endocitosis del receptor completo, sin la necesidad de que el
mismo interactue con ligandos [89, 159]. Una vez endocitado, el receptor se encuentra en compartimentos
endociticos y se acumula en la membrana de endosomas tardios/CMV, lo cual promueve su clivaje y
activacion [126]. En mamiferos, el homdlogo de Deltex se denomina DTX1 [160] y también regula mediante
ubiquitinacién la endocitosis de Notch y su trafico endocitico posterior. En mamiferos se observé que DTX1
induce el pasaje de Notch desde la membrana plasmatica a endosomas. El silenciamiento de DTX1 por lo
tanto incrementa sus niveles en la membrana plasmatica y en consecuencia su activacion [160]. De esta

manera, Deltex y DTX1 cumplen funciones evolutivamente conservadas.
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Otro gen fundamental de la via independiente de ligandos descubierto en Drosophila es Supressor of Deltex.
Su(Dx) es otra E3ubiquitin ligasa que ubiquitina a Notch en una posicién diferente, favoreciendo en este caso
su incorporacién a vesiculas intraluminales del CMV, impidiendo asi su activacién. En mamiferos se identifico
un ortdlogo de Su(Dx) llamado WWP2 [161], el cual ubiquitina al dominio intracelular de Notch3,
disminuyendo la actividad de la via [161]. Por lo tanto, también en este caso, Su(Dx) y WWP2 cumplirian
funciones similares en Drosophila y en mamiferos.

En este trabajo de tesis hemos determinado que Deltex y Su(Dx) cumplen funciones regulatorias en células
progenitoras de la GL, controlando los niveles de actividad de la via Notch y en consecuencia, la cantidad de
CC. De esta manera, en la GL, al igual que en discos imaginales de ala, la via Notch se activa tanto de manera
dependiente de ligandos, como de manera independiente de ligandos [89]. Sin embargo, la via predominante
de activacion de Notch en la GL parece ser la via dependiente de ligandos, ya que la expresidon de un ARNi
contra Serrate redujo muy fuertemente la cantidad de CC. Dado que la manipulacion de elementos de la via
independiente de ligandos también tiene efecto sobre la diferenciacion de CC, proponemos que ambas vias
cooperan en los progenitores de la GL durante la diferenciacion de CC, tal como fue reportado previamente
en otros érganos de Drosophila [127]. Se ha propuesto que las dos vias constituyen un médulo de robustez,
gue permite mantener estable la actividad de la via a pesar de las variaciones ambientales tales como la
temperatura [127]. Experimentos futuros a diferentes temperaturas podrian aportar informacion relevante

acerca del rol especifico de la via Notch independiente de ligandos en la GL.

3- Notch en la hematopoyesis de vertebrados

Mientras que el rol principal de la via Notch en la hematopoyesis de Drosophila es el de promover la
diferenciacidon de progenitores distales a CC [76, 79, 122, 162], en la hematopoyesis de mamiferos Notch
cumple funciones mas complejas en diferentes linajes hematopoyéticos [163-168], las cuales en algunos
casos fueron definidas con escasa precisién. En linea con esto, Notch funciona tanto como supresor tumoral,
como promoviendo diferentes tipos de leucemias [169, 170]. Existen evidencias de que la via Notch es
inductora de la leucemia Linfoblastica Aguda de células T (T-ALL) [171], Leucemia Linfocitica Crénica (CLL)
[172], Leucemia Megacarioblastica Aguda (AMKL) [173] y Leucemia Mieloide Crénica (CML). Se ha reportado
sin embargo, que la via Notch es ademas supresora de la Leucemia Linfoblastica Aguda de células B (B-ALL)
[174] y de la Leucemia Mielomonocitica Crénica (CMML) [175].

En el pez Zebra, al igual que en otros vertebrados, la hematopoyesis tiene lugar en 2 oleadas, siendo la
segunda de ellas la que produce células madre hematopoyéticas que constituyen el sistema hematopoyético
del organismo adulto [164]. Se pudo verificar en este organismo que la activacién de Notch promueve la
expansion de las células madre hematopoyéticas, al igual que la cantidad de precursores hematopoyéticos.

Resultados similares fueron reportados en estudios realizados en ratones, donde cepas deficientes para
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Notch1 mostraron problemas en la generacion de células madre hematopoyéticas durante la hematopoyesis
definitiva que ocurre tempranamente en el embridn [99]. Sin embargo, este tema es controversial, ya que
existen también reportes que argumentan en contra de un rol de Notch en el mantenimiento de las células
madre hematopoyéticas. Por ejemplo, la induccién de la expresion de Notchl en la linea celular 32D de
progenitores hematopoyéticos reduce la proliferacion y acelera su diferenciacidon hacia linajes mieloides
[108].

Otro ejemplo de funciones que cumple la via Notch en la hematopoyesis de mamiferos fue verificada durante
la diferenciacién de los linfocitos-T [176]. Defectos de la via Notch en linfocitos-T se correlacionan con el
desarrollo de leucemias T-ALL en ratones y humanos [177]. En este contexto, la activacién de Notch es
esencial en al menos 2 instancias del desarrollo de los linfocitos-T: primero, en la diferenciacién de los
linfocitos-T en el timo [178] y posteriormente en la maduracién de los mismos una vez que éstos se liberan
a la periferia [179], siendo el primer evento dependiente de ligandos, y el segundo evento independiente de
ligandos. Durante la maduracion de los linfocitos-T en la periferia ocurre la activacion del receptor TCR, lo
cual desencadena la endocitosis de Notch independiente de ligandos y su consecuente activacion [176]. De
esta manera, la activacién de Notch tanto dependiente, como independiente de ligandos, es esencial para la
correcta diferenciacién y maduracién de los linfocitos-T. Serd interesante investigar si los mecanismos de
regulacién de Notch propuestos en esta tesis operan también en la diferenciacién hematopoyética de los

vertebrados.

4- La autofagia en la hematopoyesis de los vertebrados

La autofagia se activa por cambios en las condiciones ambientales, tales como variaciones en los niveles de
oxigeno y nutrientes. Asimismo, la autofagia puede modularse por hormonas, citoquinas o factores de
crecimiento, lo cual contribuye a la diferenciacidon o el mantenimiento de la quiescencia de las células madre
hematopoyéticas. Trabajos realizados en células madre hematopoyéticas aisladas de la medula ésea de
ratones, demostraron que la autofagia se encuentra activa de manera basal en estas células [180], lo cual va
en linea con nuestras observaciones en células progenitoras de Drosophila. Se reportd que las células madre
hematopoyéticas pueden inducir la autofagia en condiciones de deprivacién nutricional, y que la autofagia
se induce ademas de manera dependiente de FoxO3a, siendo esta autofagia esencial para lidiar con la
escasez de nutrientes. Se sabe que las células madre hematopoyéticas tienen tiempos de vida largos, y que,
a medida que envejecen, presentan menor capacidad de incorporacion de nutrientes, de modo que la
autofagia seria necesaria para poder mantener la homeostasis energética de las células madre
hematopoyéticas.

Otro ejemplo del rol que la autofagia cumple en la hematopoyesis de los mamiferos ocurre en linfocitos-T

de memoria, un subtipo de linfocitos importante en la respuesta inmune adaptiva. Los linfocitos-T de
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memoria dependen de la fosforilacion oxidativa para producir energia, lo cual provoca que una elevada
actividad autofdgica sea necesaria para mantener la homeostasis celular [181, 182], debido a la necesidad
de controlar la calidad y la cantidad de las mitocondrias mediante mitofagia. Cuando se inhibe la autofagia,
se acumulan mitocondrias dafiadas, lo cual reduce la capacidad de realizar fosforilacién oxidativa, obligando
a las células a compensar con mayores niveles de glicolisis aerdbica [182]. Células inmunes que realizan
preferentemente glicélisis aerdbica, como es el caso de los linfocitos-T efectores, tienden a ser menos
sensibles a alteraciones de la via autofdgica. Asimismo, en células madre hematopoyéticas se ha propuesto
gue la autofagia es central para limitar la acumulacién de especies reactivas de oxigeno [183], mediante la
eliminacion de mitocondrias dafadas.

Por otra parte, durante la maduracion de linfocitos B a plasmocitos productores de anticuerpos, se observé
gue la autofagia es necesaria para limitar el estrés de reticulo merced a la degradacién de agregados
proteicos [184]. Otro caso es el de los neutrdfilos que representan el tipo celular mas abundante de todos
los linajes hematopoyéticos terminalmente diferenciados, y se caracterizan por un ciclo de vida corto. Estas
células se diferencian a partir de progenitores GMP (granulocyte—-monocyte progenitors). El silenciamiento
de la expresidon de Atg7 en este tipo celular inhibe su diferenciacidn a neutréfilos, dejando que se acumulen
tipos celulares inmaduros que son funcionalmente defectivos. Estos precursores de neutréfilos con la
autofagia inhibida se caracterizan por la acumulacién de gotas lipidicas y por entrar en crisis energética que
impide la transicidn de glicélisis a fosforilacién oxidativa [47, 185]. Se propuso entonces que la pérdida de la
autofagia disminuye la liberacion de los acidos grasos presentes en las gotas lipidicas (lipofagia) [47], lo cual
reduce la entrada de 4cidos grasos en el ciclo del 4cido citrico. En linea con este modelo, la suplementacién
de acidos grasos a estas células con autofagia inhibida y acumulaciéon de gotas lipidicas rescata su
diferenciacidn.

En todos estos ejemplos de linajes sanguineos de mamiferos, el rol de la autofagia se vincula a un control
sobre la homeostasis energética celular y a la disponibilidad de nutrientes. En dichos casos, los elementos a
ser degradados son organelas tales como mitocondrias o gotas lipidicas, como asi también agregados
proteicos. En ninglin caso se ha descripto que la autofagia actle sobre moléculas especificas pertenecientes

a vias sefializadoras.

5- Control de la autofagia sobre vias de sefializacion

Existen sin embargo ejemplos aislados en que se ha reportado que la autofagia media la degradacion de
moléculkas de sefalizacién. Uno de estos ejemplos lo constituye el caso de la via Wnt [130]. En un trabajo
realizado en células HEK-293T se observd que la autofagia regula negativamente a la via, mediante la
degradacion de la proteina Dishevelled (Dvl). Dvl es ubiquitinado por el factor de Von Hippel-Lindau (VHL),

modificacién que permite su interaccion con p62 (Ref2P en Drosophila). De esta manera, Dvl es reclutado a
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los autofagosomas en formacidn para ser luego degradado tras la fusion del autofagosoma con lisosomas. El
reclutamiento de Dvl a autofagosomas se estimula por deprivacién nutricional.

Otro ejemplo de secuestro directo de moléculas dentro del autofagosoma se observa durante la
ferritinofagia [131]. Trabajos realizados en cultivos celulares humanos utilizaron proteémica cuantitativa
para identificar proteinas enriquecidas en autofagosomas. Encontraron asi a NCOA4, que es una proteina
adaptadora que puede interactuar con Atg8-LC3 para reclutar ferritina al autofagosoma, de manera que la
autofagia, mediante la degradacion de ferritina, contribuye a mantener una correcta disponibilidad de hierro
intracelular.

Por otra parte, trabajos realizados en células de la glia de raton demostraron que la autofagia regula la
actividad del EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), mediante su interaccion con la via endocitica [186].
Es sabido que la actividad del EGFR, al igual que la de otros RTK (Receptores Tirosina Quinasa), es regulada
negativamente por endocitosis. Se sabe ademas que la autofagia puede identificar y direccionar endosomas
tempranos defectuosos hacia su degradacion lisosomal. De esta manera, la inhibicion de la autofagia provoca
la acumulaciéon de endosomas tempranos defectuosos, lo cual afecta el trafico intracelular de EGFR y en
consecuencia, la actividad transcripcional de la via.

Existen por lo tanto algunos otros ejemplos en los que la autofagia, ya sea merced a la degradacidn directa
de cargos, o mediante su interaccién con el trafico endocitico, afecta la actividad de vias de sefializacién

intracelular.

6- La autofagia y la via Notch en Drosophila

En Drosophila no hay estudios que analicen el rol de la autofagia en la hematopoyesis. Como ya se comenté
en secciones anteriores, el Unico trabajo que aborda esta pregunta lo hizo de manera superficial [112]. Sin
embargo, en Drosophila existen casos reportados donde la autofagia participa en la diferenciacién de células
madre de otros tipos celulares. Un ejemplo es el de las de las células madre intestinales [45], donde se
reporté que la autofagia promueve la proliferacion, asegurando si su mantenimiento. En este modelo, se
observé que células madre que no pueden activar la autofagia sufren dafio al ADN y arresto del ciclo celular
[45]. Se propuso que la inhibicién de la autofagia en estas células provoca la acumulacién de mitocondrias
defectuosas, lo cual incrementa los niveles de especies reactivas de oxigeno, con el consecuente dafio al

ADN.

Por otra parte, se ha reportado que en células foliculares del ovario de Drosophila, Notch se degrada de
manera dependiente de la autofagia [187]. Notch participa en la comunicacién entre las células germinales
y las células foliculares que conforman el foliculo ovarico de Drosophila. En este contexto, el ligando Delta

expresado en las células germinales dispara la sefializacion de Notch que se expresa en las células foliculares,
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siendo esta comunicacion esencial en etapas tempranas, intermedias y tardias de la ovogénesis. En este
trabajo se observé que la falta de autofagia en las células foliculares perturba la formacién del huevo, siendo
esta perturbacion dependiente de la via Notch. Esta evidencia reportada en el ovario abre la posibilidad de
que el mecanismo propuesto en esta tesis opere de manera mas general en otros tejidos de Drosophila

ademas de los progenitores hematopoyéticos.

7- La autofagia y la via Notch en vertebrados

En células humanas iniciadoras de gliomas, se reportd que la autofagia tiene la capacidad de regular a la via
Notch [188]. Se pudo verificar la presencia de Notchl en vesiculas positivas para LC3B (autofagosomas), y
que la induccién de la autofagia por suplementacién de rapamicina reduce los niveles de Notch en dichas
organelas. Reciprocamente, la reduccidn de la autofagia en estas células provoca un aumento de los niveles
de activacién de la via Notch y la capacidad de proliferacidn, la cual se sabe que depende de dicha via.

Se implantaron células iniciadoras de gliomas en cerebros de rata para medir su capacidad de inducir
tumores, y 7 semanas luego de la implantacion, se inyectd rapamicina de manera intraperitoneal. Las ratas
inyectadas con rapamicina presentaron tumores mads pequefios y mayor tasa de supervivencia que el grupo
control, sugiriendo que la autofagia promueve la degradacion de Notch, atenuando asi la activacién de la via.
Resultados similares fueron obtenidos en células progenitoras hepdticas de ratén, donde la induccion de la
autofagia reduce la diferenciacién de manera dependiente de la activacion de Notch [189].

Por otra parte, en células humanas HEK 293, la degradacion de Notch también depende de la autofagia [190],
si bien en este contexto el mecanismo involucra la incorporacion de Notch a vesiculas positivas para Atg16L-
1, y no a endosomas positivos para Rab5/Rab7, como se reporté en esta tesis. Se observo en dicho trabajo
que el receptor Notch completo presente en la membrana plasmatica se endocita para dar lugar a vesiculas
positivas para Atgl6 y negativas para Atg8, siendo estas vesiculas denominadas pre-autofagosomas. Los pre-
autofagosomas pueden homo-fusionarse entre si para luego comenzar a incorporar Atg8, expandirse y asi
formar autofagosomas maduros. En dicho modelo, Notch es entonces incorporado directamente al
autofagosoma, sin pasar previamente por endosomas tempranos o tardios. En linea con este modelo,
trabajos realizados en otros cultivos celulares humanos [191] determinaron que el dominio intracelular de
Notch-1 puede unirse directamente a p-62, lo cual promueve su degradacion.

En esta tesis presentamos evidencias de que la degradacién de Notch dependiente de la autofagia requiere
de los complejos ESCRT y de la via endocitica. Por lo tanto, en el caso de que la incorporacion directa de
Notch a autofagosomas a través de vesiculas ATG16 ocurriera en la glandula linfatica de Drosophila, se
presume que este mecanismo deberia ser minoritario, no cumpliendo un rol central en la regulacién de

Notch. Serd interesante analizar en un futuro si el mecanismo de control de la via Notch via autofagia

84



descripto en esta tesis ocurre en mamiferos, ya sea durante la hematopoyesis o en otros contextos biolégicos
en que la via Notch opera. No descartamos ademads la posibilidad de que otras vias de sefalizacién, que

también se valen del tréfico endocitico para regular su actividad, puedan controlarse por la autofagia.

8- Posible significancia fisiolégica de la diferenciacion de células cristal dependiente de
autofagia

Como ya mencionamos en la introduccidn, la via principal de regulacidn de la autofagia es la via TOR, la cual
responde a la disponibilidad de nutrientes. Existen reportes que indican que la via TOR controla el
mantenimiento y la diferenciacién de las células progenitoras de la gldndula linfatica, si bien los mecanismos
involucrados no fueron dilucidados completamente [74, 192]. Sin embargo, existen reportes en otros tejidos
de Drosophila tales como el intestino, que sugieren que la actividad de la via Notch es regulada por la via
TOR. En uno de dichos reportes, el control estd mediado por micro-ARNs [167]; cabe mencionar que estas
observaciones no excluyen la posibilidad de que la autofagia también pueda mediar la regulacién de Notch

por parte de la via TOR.

¢Cual es la significancia bioldgica de la regulaciéon de la diferenciacién de las células cristal por parte de la
autofagia? La respuesta mads simple es que a través del mecanismo propuesto, la diferenciacién de células
cristal podria quedar bajo el control de la disponibilidad de nutrientes. Trabajos llevados a cabo en nuestro
laboratorio, en paralelo con esta tesis, indican que esto es lo que efectivamente ocurre. En la glandula
linfatica la diferenciacion de células cristal depende de la disponibilidad de aminoacidos en la dieta. La
disponibilidad de aminoacidos regula a la via TOR, la cual a su vez controla la autofagia, y de esta manera a

la via Notch [96].

Estas observaciones trasladan nuestra pregunta sobre el significado fisioldgico aun mas lejos: éDe qué le
sirve al organismo regular la diferenciacién de las células inmunoldgicas en funcién de la disponibilidad de
nutrientes? Se puede especular que frente a condiciones de abundancia nutricional, esperamos un mayor
crecimiento del organismo, de modo que se haria necesario producir un mayor nimero de células cristal
para acompafiar dicho crecimiento. Abonando esta hipétesis, un trabajo muy reciente reportdé una nueva
funcién de las células cristal, por fuera del rol que cumplen en la respuesta inmune [193].
Sorprendentemente, demostraron que las células cristal, tal como nuestros gldébulos rojos, tienen la
capacidad de transportar oxigeno desde las terminales de las trdqueas que conducen aire desde el exterior
hasta los diferentes tejidos de la mosca [193]. En base a esto, se puede especular que el control de la cantidad
de células cristal dependiente de la autofagia, y por lo tanto, de la disponibilidad de nutrientes, podria
explicarse por la necesidad de proveer oxigeno a un organismo cuya masa corporal aumenta en condiciones

de abundancia nutricional. Nuevas funciones de las células cristal estan actualmente siendo investigadas en
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diversos laboratorios, de modo que la necesidad de las células cristal de responder a la disponibilidad de

nutrientes podria estar relacionada con funciones de estas células que todavia desconocemos.
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Conclusiones



En esta tesis hemos demostrado que la autofagia controla la diferenciacién de las células progenitoras a

células cristal en Drosophila melanogaster, desarrollando particularmente los siguientes puntos:

e Las células progenitoras de la glandula linfatica presentan actividad autofagica basal elevada en
comparacién con otros tejidos larvales.

e Dicha autofagia estd controlada por los genes clasicos de la via autofdgica y responde al ayuno.

e La inhibicién de la autofagia en progenitores hematopoyéticos incrementa la cantidad de células
cristal y la cantidad de proteina Notch, al igual que la actividad de la via.

e Laactivacion de Notch en la gldndula linfatica ocurre con y sin ligandos.

e Laautofagia antagoniza a la via Notch, ya sea la misma dependiente o no de ligandos.

e El trafico de Notch a través de la via endocitica permite su activacion en endosomas al igual que su
degradacién en lisosomas.

e Ladegradacion lisosomal de Notch requiere de la autofagia.

e Inhibir la autofagia provoca la acumulacion de Notch en endosomas tardios/CMV.
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