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RESUMS:

TITOL DEL TREBALL: Identificaci6 de serina proteases implicades en I’activacio
localitzada del receptor Torso tirosina cinasa a I’embrié de Drosophila melanogaster.

Resum: Aquest Treball de Final de Grau es centra en experiments de genetica utilitzant
Drosophila melanogaster com a sistema model. Concretament el treball esta emmarcat
dins un dels objectius del laboratori del Dr. Jordi Casanova de I'Institut de Biologia
Molecular de Barcelona (IBMB) que és el d’identificar els mecanismes implicats en
I’activacié localitzada del receptor Torso als pols de I’embrié de Drosophila.
Concretament en identificar una serina proteasa que estigui implicada en 1’activacié per
processament proteolitic d’un 1ligand essencial per a I’activacié del receptor, anomenat
Trunk. El receptor Torso €s el responsable de la formaci6 de les estructures terminals de
I’embrid.

A Drosophila existeixen més de 200 serines proteases 1 per identificar la proteasa
implicada en el processament d’aquest lligand cal caracteritzar el fenotip produit per la
falta de funci6é de cadascuna de les diferents serines proteases inactivant la seva funci6
mitjancant la tecnica de RNA d’interferéncia (RNAi). D’aquesta manera s’aconsegueix
inferir en la funcid d’una determinada proteasa i, a partir del fenotip embrionari que
s’observa, es poden establir interaccions geniques. Per fer-ho es va dissenyar un metode
experimental per tal de tastar la inactivacié de cadascuna de les proteases.

Per tal de comprovar que ’estrategia de 1’screening realment sigues 1’adequada 1, aixi,
comprovar que el disseny experimental fos valid i capa¢ de detectar una proteasa
involucrada en el sistema terminal es van provar RNAi d’elements coneguts en la via
del receptor Torso i es va veure que realment si que funcionaven.

Tot i aixi, fins a dia d’avui, no s’ha pogut trobar cap proteasa involucrada en el
processament de Trunk, ja que no s’ha observat cap fenotip embrionari de falta de les
estructures terminals.

TITULO DEL TRABAJO: Identificacién de serina proteasas implicada en la
localizacion del receptor Torso tirosina cinasa en el embrién de Drosophila
melanogaster.

Resumen: Este Trabajo de Fin de Grado se centra en experimentos de genética
utilizando Drosophila melanogaster como sistema modelo. Concretamente el trabajo
estd enmarcado dentro uno de los objetivos del laboratorio del Dr. Jordi Casanova del
Instituto de Biologia Molecular de Barcelona (IBMB) que es el de identificar los
mecanismos implicados en la activacion localizada del receptor Torso en los polos del
embrién de Drosophila. Concretamente en identificar una serina proteasa que esté
implicada en la activacién por procesamiento proteolitico de un ligando esencial para la
activacion del receptor, llamado Trunk. El receptor Torso es el responsable de la
formacion de las estructuras terminales del embrion.

En Drosophila existen mas de 200 serina proteasas y para identificar la proteasa
implicada en el procesamiento de este ligando es necesario caracterizar el fenotipo
producido por la falta de funcién de cada una de las diferentes serina proteasas
inactivando su funciéon mediante la técnica del ARN de interferencia (RNAi). De esta
manera se consigue inferir en la funcién de una determinada proteasa y, a partir del
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fenotipo embrionario que se observa, se pueden establecer interacciones génicas. Para
ello se disefié un método experimental para probar la inactivacion de cada una de las
proteasas.

Para comprobar que la estrategia del screening realmente fuera la adecuada vy, asi,
comprobar que el disefio experimental fuera valido y capaz de detectar una proteasa
involucrada en el sistema terminal se probaron RNAi de elementos conocidos en la via
del receptor Torso y se vio que realmente si que funcionaban.

Sin embargo, hasta el dia de hoy, no se ha podido encontrar ningin proteasa
involucrada en el procesamiento de Trunk, ya que no se ha observado ningin fenotipo
embrionario de falta de las estructuras terminales.

TITLE OF THE PROJECT: Identifying serine proteases involved in the localized
activation of the tyrosine kinase Torso receptor in the Drosophila melanogaster embryo.

Abstract: This Degree Final Project focuses in genetic experiment using Drosophila
melanogaster as a model system. More specifically, the project is framed within one of
the aims of the laboratory lead by Dr. Jordi Casanova in the Institut de Biologia
Molecular de Barcelona (IBMB) which aims at identifying the mechanisms involved in
the localized activation of the Torso receptor in the Drosophila embryo pulse. More
specifically, in identifying a serine protease that is involved in the activation through
proteolytic processing of an essential ligand towards the activation of the receptor,
called Trunk. The Torso receptor is the responsible for the formation of the terminal
structures of the embryo.

In Drosophila there are over 200 serine protease and to be able to identify the protease
involved in the processing of this ligand, the phenotype produced by the lack of
function of each of the different serine proteases inactivating their function using the
interference RNA technique (RNA1). By doing so, inferring in the function of a specific
protease and, from the germ phenotype observed, generic interactions can be established.
In order to do so, an experimental method was designed so as to test the inactivation of
every protease.

In order to check that the screening strategy was really the most convenient one, and so
to check that the experimental design was valid and able to spot a protease involved in
the terminal system, RNAi from well-known elements in the route of the Torso receptor
were checked. The result showed that this strategy worked.

Nevertheless, no protease has been found involved in the Trunk processing so far, since
no germ phenotype related to the lack of terminal structures has been observed.
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1. INTRODUCCIO

1.1. Drosophilla melanogaster com a organisme model:

Drosophila melanogaster, col-loquialment anomenada mosca del vinagre o de la fruita,
la podem classificar dins dels artropodes, de la classe dels insectes, de 1’ordre dels
dipters 1 de la familia Drosophilidae. El seu nom és degut a que s’alimenta de fruites en
procés de fermentacié com la poma i el raim.

Charles W. Woodworth (1865-1940) va proposar utilitzar Drosophila per a la
investigacid biologica. Al 1910 Thomas Hunt Morgan va comencar a utilitzar-la en
estudis experimentals de I’herencia, ja al 1915 va demostrar la teoria cromosomica de
I’heréncia a partir d’estudis experimentals amb Drosophila. Pel fet de la gran quantitat
de dades experimentals que s’havien obtingut durant aquests anys previs actualment és
molt utilitzada com a organisme model per estudiar el desenvolupament embrionari.

A més de Drosophila s’utilitzen altres organismes model com Caenorhabditis elegans,
Mus musculus (ratoli comu) ja que molts dels gens es troben conservats en la majoria
dels organismes al llarg de tota 1’escala animal, inclos I’home. A més a més, s’ha
observat una gran igualtat entre els processos basics del desenvolupament en diferents
especies animals (Mc Ginnis i col, 1984; Hoffman, 1989). Per tant, la rad principal de
I’ts d’organismes model és la preseéncia de gens i vies conservades entre diferents
especies.

Drosophila melanogaster s’ha escollit com a organisme model ja que entre d’altres
avantatges, ofereix multiples possibilitats tecniques a 1’hora de ser manipulat, té un
temps de generacid curt i la seva descendencia és abundant. Cal destacar, també, que és
un animal petit, pet tant, es pot mantenir amb un espai reduit i el cost de 1’esfor¢ de
manteniment sén relativament baixos. Es una espécie amb pocs cromosomes (3 parells
d’autosomes 1 1 de sexual), t¢ una morfologia facilment identificable facilitant aixi el
creuament genetic, un cicle de vida molt curt (10 dies) i les femelles tenen elevada
fecunditat (posen fins a 100 ous per dia 1 2000 en un cicle de vida), de manera que es
poden estudiar diverses generacions en poques setmanes. Presenta cromosomes
balancejadors els quals no es recombinen ja que presenten multiples inversions que fan
gairebé impossible que hi hagi recombinacié amb el seu cromosoma homoleg. A més a
més, porta marcadors genetics dominants visibles en heterozigosi (com per exemple la
morfologia de les ales o les quetes). Cal destacar que ja al marg del 2000 es va publicar
la seqiiencia del genoma complert amb 13.600 gens aproximadament (165 Mb de
genoma, on 1 Mb=1 milié de parells de bases) la qual cosa ha permes molts avantatges
a nivell molecular.

L’analisi genetica de Drosophila melanogaster ha resultat ser molt fructifer, ja que ha
permes identificar molts gens implicats en diversos processos del desenvolupament, aixi
com també ha permes establir interaccions geniques entre aquests. L’analisi genetica es
basa en la possibilitat d’induir mutacions en el genoma 1 d’inferir la funcié del gen
mutat a partir del fenotip que s’observa.
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1.2. El cicle vital de Drosophila melanogaster:

Drosophila melanogaster €s un insecte holometabol, que pateix una metamorfosi
completa. El seu cicle biologic passa pels estadis de larva, pupa i imago, amb només 10
dies a 25°C (veure figura 1).
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Figura 1. Cicle vital de Drosophila melanogaster (extret de FlyMove).

El seu desenvolupament és un procés altament estandaritzat. La femella diposita a
I’exterior un ou fecundat que eclosiona passades 24 hores donant lloc a una larva de
vida lliure. Aquesta passa per tres estadis larvaris (L1, L2 1 L3) que apareixen,
respectivament, després de I’eclosié i de dues mudes. Les dues primeres fases larvaries
duren un dia i la tercera en dura dos. Aixi, al cap d’uns cinc dies, la larva de tercer
estadi forma una pupa i té lloc la metamorfosi, durant la qual es formen les estructures
adultes, en detriment dels teixits larvaris. Finalment, al cap d’uns deu dies emergeix la
mosca adulta, que a les poques hores ja €s fertil i pot iniciar el nou cicle vital.

1.3. Determinacio de la polaritat de I’embrio

El desenvolupament embrionari inicial de Drosophila té la peculiaritat d’estar regulat
per uns determinants que estan sota control del genoma matern. Durant I’oogenesi
I’00cit va acumulant selectivament diferents mRNAs i proteines (informacié materna)
que son els responsables de definir la polaritat de ’embri6 i d’organitzar el patré de
I’organisme, mitjancant ’activacié diferencial del genoma zigotic. Per tant, doncs,
I’establiment dels eixos basics de I’embrié depen de la informacié posicional generada
durant I’oogenesi (Niisslein-Volhard i col., 1987; Manseau i Schiipbach, 1989; Lipshitz,
1991; St Johnston 1 Niisslein-Volhard, 1992).

S’han identificat quatre sistemes de gens materns responsables de definir I’eix antero-
posterior i 1’eix dorso-ventral. La seva existencia va ser evidenciada per nombrosos
screenings genetics realitzats per identificar mutacions d’efecte matern implicades en la
formaci6 del patr6 embrionari (St Johnston and Nusslein-Volhard, 1992).
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Tres d’aquests grups, o sistemes, de gens materns (I’anterior, el posterior i el terminal)
determinen el patr6 embrionari de 1’eix antero-posterior (Niisslein-Volhard i col., 1987;
St Johnston i Niisslein-Volhard, 1992). El sistema anterior encarregat de donar lloc a les
estructures més anteriors de I’embri6 com el cap i el torax; el sistema posterior
encarregat de donar lloc a les estructures posteriors com I’abdomen 1i la linia germinal 1
el sistema terminal encarregat de generar les estructures més terminals de I’embrié com
I’acron a la part anterior i el telson a la posterior. El quart sistema anomenat dorso-
ventral és, tal i com indica el seu nom, el responsable de generar I’eix dorso-ventral.

Pel correcte establiment de la polaritat de 1’oocit es precises dues induccions
seqiiencials, primer de la linia germinal cap al soma i després una induccié que torna del
soma cap a la linia germinal. En ultima instancia, pero, la polaritat depen de
I’organitzacié interna del seu citoesquelet (Gonzdlez-Reyes i St Johnston, 1994;
Gonzalez-Reyes i1 col., 1995; Roth 1 col., 1995; revisat a Rongo i Lehman, 1996;
Lehman, 1995; Anderson, 1995).

A T’o0cit madur, doncs, fins i tot abans de ser fecundat, ja hi ha tota la informaci6
materna necessaria per controlar els primers estadis de I’embriogenesi i per organitzar el
patré. L’oogenesi, per tant, és un procés clau en 1’establiment del patrd. Per entendre
com la informacié materna organitza la formacié del patrd, primer cal coneixer com
funciona I’oogenesi a Drosophila. Aixi, en el segiient apartat faré un breu resum
morfologic sobre I’oogenesi.

1.4. Oogenesi

L’oogenesi és el procés de formacié de I’oocit i es déna a les cambres ovariques, les
quals es troben situades en els ovaris. El sistema reproductor femeni de Drosophila
consta de dos ovaris que comuniquen per 1’oviducte amb I’dter de la femella. Els oocits
son fecundats a I’interior de I’tter gracies a I’alliberament de 1’esperma emmagatzemat
a ’espermateca o receptacle seminal. L.’espermatozou sencer entra a 1’oocit per la part
anterior a través del micropil. La fecundacié es déna quan encara té lloc la primera
divisié meiotica del nucli femeni. Un dels quatre pronuclis masculins s’acaba fusionant
amb el pronucli masculi per formar el zigot. Posteriorment, els ous sén dipositats al
medi exterior on completen el desenvolupament embrionari.

Les femelles de Drosophila presenten entre 16 i 18 ovarioles per ovari, i cada ovariola
esta formada per un gran nombre de cambres ovariques. Les cambres ovariques van
desplacant-se al llarg de 1’ovariola a mesura que maduren, gracies a les contraccions de
la musculatura que forma part de la beina epitelial. Aixi, doncs, en una mateixa ovariola
es poden observar els diferents estadis de desenvolupament de les cambres ovariques.

Cada cambra ovarica es compon d’una cel-lula germinal que realitza quatre divisions
incomplertes, donant un total de 16 cel-lules germinals connectades per ponts
citoplasmatics. Una d’aquestes cel-lules esdevé 1’oocit, mentre que la resta esdevenen
poliploides i1 es diferencien cap a cel-lules nodridores (nurse cell) (15 cel-lules
nodridores i 1’oocit, situat a la part posterior) envoltades per un epiteli de cel-lules
somatiques anomenades cel-lules fol-liculars (veure figura 2 a la segiient pagina).
L’oocit sempre acaba ocupant la posicié més posterior, aquesta és, doncs, la primera
evidencia de que existeix una polaritat antero-posterior ja molt a I’inici de 1’oogenesi.
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Les cel-lules nodridores s’encarreguen de sintetitzar i transportar a 1’odcit tots els
elements necessaris perque 1’oocit fecundat pugui iniciar el procés de desenvolupament.
Aquests components s6n coneguts com a components d’efecte matern i1 estan formats
principalment per mRNA, ribosomes i altres proteines. La polaritat antero-posterior
(AP) i dorso-ventral (DV) es determina ja en aquests estadis previs a la fecundacio, a
diferencia d’altres organismes model, com per exemple C.elegans, en els que la
polaritat es determina per I’entrada de 1’espermatozoide.

(A) nurse cells oocyte

8333

e P A et I '-"_ :..-: .-. _-1-. .I.::. : f 3 elivizions
lil?lﬂmg 2-oel | oyst = ) N J--\‘" 4:5
cystoblast o) (8)( 1‘) A

Figura 2: Oogenesi a Drosophila. (A) Ovariola amb cambres ovariques en diferents estadis de
maduracié. (B) Diagrama de les quatre divisions que pateix una unica cel-lula germinal fins a
I’obtencié de 16 cel-lules interconectades. Una de les dues cel-lules amb quatre ponts
citoplasmatics (marcades amb 1 i 2) passa a ser 1’oocit (Horne-Badovinac and Bilder, 2005).

A la part anterior de I'ovariola hi ha el germarium, que és la zona productora de
cambres ovariques a partir de cel-lules mare germinals i de cel-lules mare somatiques.
Al germarium dues o tres cel-lules mare germinals es divideixen asimetricament per tal
de generar una nova cel-lula mare i un citoblast.

Abans que el cist abandoni el germarium és envoltat per unes 60-80 cel-lules
fol-liculars derivades de la linia somatica. El cist envoltat per un epiteli de cel-lules
fol-liculars s’anomena cambra ovarica. Cada cambra ovarica esta connectada a la
segiient cambra per unes cel-lules fol-liculars somatiques especialitzades anomenades
cel-lules tija o pedunculars.

Les cel-lules fol-liculars que envolten el cist encara es divideixen 4 o 5 vegades més, de
manera que al final hi ha un centenar de cel-lules fol-liculars que esdevenen poliploides
formant part de cada cambra ovarica.

A mesura que les cambres ovariques maduren, tant I’odcit com les cel-lules nodridores
van creixent de mida ja que acumulen material de reserva, de manera que van ocupant
un volum cada vegada més gran dins la cambra ovarica. En aquest moment, diferents
productes materns s’acumulen selectivament en diferents regions de I’oocit. La
localitzacié espaial d’aquets és un dels elements claus que determinara la polaritat de
I’embrid.

Igualment, a les cel-lules fol-liculars es detecten clars signes de polaritzaci6 tant en 1’eix
antero-posterior com en el dorso-ventral. A mesura que 1’o0cit va augmentat de mida, la
majoria de les cel-lules fol-liculars migren cap a la regi6 posterior formant un epiteli

8
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columnar al voltant de 1’oocit. Unes 50 cel-lules anomenades stretched cells, pero, no
migren i adopten una forma molt aplanada cobrint les cel-lules nodridores. En un estadi
posterior de I’oogenesi, un grup de 6-10 cel-lules fol-liculars anteriors, anomenades
border cells, migren a través de les cel-lules nodridores fins arribar a la part anterior de
I’oocit. Alhora, les cel-lules columnars més anteriors, anomenades centripetal cells,
migren centripetament entre 1’o0cit i les cel-lules nodridores.

Finalment, degut a contraccions dels filaments d’actina de les cel-lules nodridores, hi ha
un buidament complet del contingut citoplasmatic d’aquestes cel-lules cap a I’interior
de I’o0cit, de manera que al final s’acaba tenint una tnica cel-lula, 1’o0cit, envoltat per
un epiteli de cel-lules fol-liculars. Podem dir, doncs, que les cel-lules fol-liculars
envolten 1 protegeixen 1’00cit quan esta a dins de la femella i tenen un paper actiu en la
correcta polaritzacié de 1’ou i de la coberta que el recobreix. Al final de 1’oogenesi
aquestes cel-lules fol-liculars degeneraran.

Les cel-lules fol-liculars son les responsables de secretar les diferents cobertes que
recobreixen 1’ou: el corion i la membrana vitel-lina (veure figura 3). El corion és la capa
més externa de I’ou i permet I’intercanvi de gasos. Mostra clarament una clara polaritat
tant en I’eix antero-posterior com en el dorso-ventral, reflexant clarament I’existencia de
diferents tipus de cel-lules fol-liculars. Aixi, a la part anterior del corion es troben dos
llargs apendix dorsals. La membrana vitel-lina es troba entre el corion i la membrana
plasmatica de 1’ou, donant impermeabilitat i rigidesa a I’ou. L’espai que hi ha entre la
membrana plasmatica i la membrana vitel-lina s’anomena espai perivitel-1i, i consisteix
en un fluid pel que hi poden difondre diferents molecules extracel-lulars. La membrana
vitel-lina també presenta una clara polaritat en els seus eixos.

Figura 3: L’ou de Drosophila (St Johnston i Niisslein-Volhard, 1992)

L’establiment dels eixos basics de I’embrié depen de la polaritat de 1’o0cit establerta
durant ’oogenesi. En ultima instancia, pero, la polaritat de I’oocit depen de
I’organitzacid interna del seu citoesquelet. Per tant, en 1’o0cit madur, abans de ser
fecundat, ja hi ha tota la informacié materna necessaria per controlar els primers estadis
de I’embriogenesi i per organitzar el patrd. L’oogenesi és, doncs, un procés clau en
I’establiment del patrd.

1.5. Embriogénesi

El desenvolupament embrionari de Drosophila s’inicia en el moment en que 1’o0cit és
fecundat per 1’espermatozoide, moment a partir del qual el nucli del zigot comenca a
dividir-se. Al principi hi ha unes quantes divisions nuclears sincroniques sense cap

9
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procés de cel-lularitzaci6 (cariocinesi sense citocinesi), formant-se aixi un blastoderm
sincicial (Lawrence, 1992; Leptin and Roth, 1994). Les primeres divisions nuclears
tenen lloc en el centre de I’embrid, pero els nuclis comencen a migrar cap a la periféeria
al cap de poques divisions. Els primers nuclis en assolir aquesta posicié sén els del pol
posterior, on es formaran les cel-lules polars. Aquestes cel-lules son les precursores de
la linia germinal.

Un cop els nuclis arriben a la periferia de ’embrid es divideixen sincronicament tres
cops més abans d’iniciar la seva cel-lularitzaci6. La membrana plasmatica s’estén cap a
I’interior gracies a la reorganitzacié del citoesquelet d’actina, amb el que finalment es
completa la cel-lularitzacié. D’aquesta manera es genera un blastoderm cel-lular format
per un epiteli columnar d’unes 5000-6000 cel-lules de forma hexagonal 1 unes 35
cel-lules polars arrodonides situades a la part posterior de I’embrid.

A partir de I'inici de la cel-lularitzacid, els cicles mitotics s’alenteixen i 1’activitat
transcripcional es fa evident. Aixi, el control dels processos de proliferacid, fins ara
controlats pel genoma matern, passa a estar regulat pel genoma zigotic. Un cop s’acaba
la cel-lularitzacié del blastoderm, s’inicia el procés de gastrulacié amb la invaginacio
del mesoderm a través del solc ventral, la invaginacié de I’intesti posterior que conté
cel-lules polars i I’aparicié del solc cefalic. Invaginacions, delaminacions, migracions i
divisions cel-lulars posteriors condueixen a la formaci6é dels diferents Organs i
estructures. Quan el desenvolupament embrionari finalitza, 1’ou eclosiona i en surt una
larva petita que creixera 1, després de dues mudes i una pupa, passara a donar lloc a una
mosca adulta.

El desenvolupament €s un procés biologic altament complex que implica canvis
genetics, cel-lulars i morfologics. I tots aquests canvis han d’estar molt ben regulats i
coordinats, ja que a mesura que avanga el desenvolupament, hi ha més cel-lules i/o tipus
cel-lulars, i tots han de relacionar-se i interactuar per, a partir d’una tnica cel-lula, donar
lloc a un organisme complet. Les cel-lules, per tal de coordinar-se, han de comunicar-se
les unes amb les altres i han de relacionar-se amb el medi. Les que tinguin
caracteristiques similars s’agruparan i s’integraran per formar teixits especifics que es
disposaran d’una determinada manera formant organs que interrelacionaran amb els
teixits adjacents. L’habilitat de les cel-lules per respondre a senyals extracel-lulars
radica en un conjunt de mecanismes que sén ampliament utilitzats en diferents
contextos 1 altament conservats en organismes diferents.

Encarat amb Drosophila el desenvolupament embrionari comenga amb la generacid
d’un zigot i finalitza amb una larva o un individu jove que emergeix i que es continua
desenvolupant fins a arribar a un estadi adult reproductiu. Es poden distingir tres etapes
comunes: (1) divisié o proliferacid, en que el zigot pateix un seguit de divisions que
donen lloc a una massa de cel-lules indiferenciades; (2) gastrulacio, a partir de la qual es
comencen a formar els fulls embrionaris; (3) organogenesi, ja en els metazous més
desenvolupats, que és un procés a partir del qual es formen els teixits i els organs de
I’individu.

1.6. El sistema terminal

El sistema terminal és el responsable de determinar el desenvolupament de les
estructures més anteriors i posteriors de I’embrié de Drosophila (veure figura 4 a la
segiient pagina).

10



Treball de Final de Grau Enric Furriols Espinosa

L’existencia d’aquest sistema va ser descoberta en 1’analisi de fenotips mutants
obtinguts en screenings genetics (Nusslein-Volhard et al., 1987; Schupbach and
Wieschaus, 1986). En aquests screenings en van aillar tot un conjunt de mutants
d’efecte matern que presentaven un fenotip similar: les larves dels embrions dipositats
per les femelles mutants no presentaven les estructures terminals. La similitud de
fenotips suggeria que la versié salvatge dels gens alterats en tots aquests mutants
intervenia en una mateixa via bioquimica, responsable d’especificar les estructures
terminals.

Figura 4: Cuticula d’un embrid
Wild-Type 1 detalls de [D’extrem
anterior i posterior (Jirgens i
Hartenstein, 1993). (FK) filzkorpers,
(ap) anal pads, (t) tuft, (ASO) anal
sense  organ, (A8) segment
abdominal vuite, (A7) segments
abdominal sete, (DB) dorsal bridge,
(DA) dorsal arm, (VA) ventral arm.

Per referir-nos als mutants del sistema terminal, o a qualsevol mutant d’un gen d’efecte
matern, parlem d’embrions mutants, quan en realitat sén mutants les mares que els
dipositen. Els fenotips mutants que han permes identificar els elements del sistema
terminal son el de falta funci6 i el de guany de funcid.

El fenotip cuticular de falta de funcié materna (veure figura 5B) del sistema terminal va
ser descrit per Schiipbach i Wieschaus el 1986, en mutants pels gens dels gens terminals
(torso (tor) 1 trunk (trk)) 1 es caracteritza per la perdua total o parcial de les estructures
terminals (anteriors i posteriors) de I’embrié (veure figura SA). A la regi6 anterior de les
larves mutants per for no es forma el labrum. Hi ha també una reduccié dels bragos
faringitics de I’esquelet quitinds que forma la mandibula, de manera que no es formen
ni el bra¢ dorsal (dorsal arm) ni el ventral (ventral arm), aixi com tampoc el pont dorsal
(dorsal bridge). Totes aquestes estructures corresponen a la regié més anterior del cap
abans que aquest s’invagini. La resta d’estructures que ocupen posicions més anteriors
deriven en realitat de segments cefalics més posteriors i sempre sén presents en els
mutants del sistema terminal (Jiirgens i1 Hartenstein, 1993). A la regié posterior
desapareixen les plaques anals (ap), el tuft, els espiracles i els filzkorper, i el segment
A8. Aquest fenotip pot presentar una gradacid, segons el tipus de mutacio.
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Figura 5: Cuticules d’embrions. (A) wild-type, (B) de pérdua de funcié de for i (C) de guany de
funci6 de tor. (Figura realitzada per Alessandro i Marc).

Una contribucié important per entendre com el sistema terminal defineix la seva
informaci6 posicional va ser 1’aillament de mutacions que produien un fenotip spliced o
de guany de funcié (Schupbach and Wieschaus, 1989). Aquest fenotip es caracteritza
per una reduccid o desaparicié de les estructures centrals de ’embrié (els segments
toracics i abdominals), mentre que les estructures terminals es formen d’una manera
més o menys precisa (veure figura 5C). En alguns casos, fins i tot, poden apareixer
ectopicament algunes estructures terminals com, per exemple, filzkorpers, també poden
desapareixer alguns segments abdominals, toracics o cefalics. L’analisi genética i
molecular va permetre constatar que tots aquests fenotips spliced estaven causats per
mutacions dominants del gen tor (Casanova and Struhl, 1989; Klingler et al., 1988;
Sprenger et al., 1993; Strecker et al., 1989). Es tracta d’al-lels de guany de funcié per
que produeixen un fenotip contrari i complementari als al-lels de perdua de funcié, com
a conseqiiencia d’una activitat de tor a tot ’embrid. Aixo va fer suggerir que en una
situacid salvatge I’activitat de for es troba restringida als pols. L’existencia d’aquestes
mutacions de guanys de funcid va permetre situar el gen tor com a element central del
sistema terminal i avangar molt en la disseccié de la via i en el coneixement de com el
sistema terminal especifica el patro.

1.7. Torso, I’element central del sistema terminal i codifica per un receptor de
membrana amb activitat tirosina cinasa

tor és un gen requerit maternament i el seu ARNm és dipositat a 1’oocit per les cel-lules
nodridores durant I’oogenesi. Aixi, 'RNAm de tor es transcriu de manera uniforme
durant ’oogenesi. La proteina Tor a I’inici de I’embriogenesi ja es comenga a traduir,
associant-se a la membrana cel-lular del blastoderm sincicial (Casanova and Struhl,
1989).

La proteina central del sistema terminal de Drosophila és el producte del gen torso (tor),
que codifica per un receptor amb activitat tirosina cinasa (RTK) que ha estat emprat
com un dels sistemes model per analitzar genéticament 1’activitat d’aquestes vies de
senyalitzaci6 per receptor. El receptor Torso es troba distribuit per tota la superficie de
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I’embri6 en estadi de blastorderm sincicial, pero només és activat als pols. L’activacid
de Torso en els pols de I’embri6 és la responsable de 1’expressio dels gens tailless (tll) 1
huckebein (hkb) (Casanova and Struhl, 1989; Duffy and Perrimon, 1994; Furriols and
Casanova, 2003; Li, 2005; Sprenger et al., 1989) (veure figura 6). També en mutants
Torso el gen tll no s’expressa 1, per contrari, en mutants de guany de funcio de Torso
(mutacions dominants de Torso) que codifiquen per formes constitutivament activades
del receptor tll s’expandeix cap a les regions centrals, €s a dir, hi ha expressio ectopica
de tll. Aquests gens inicien els programes de desenvolupament que donaran lloc a les
parts terminals més anteriors 1 posteriors de I’embrié. Tot 1 aix0, més que activar
I’expressi6 de gens per activacié directa, la via de senyalitzacié de Tor funciona
inactivant als pols de 1’embrié un repressor que es distribueix uniformement i que
necessita el co-repressor Groucho (Gro). Quan Torso s’activa pel seu lligand, provoca
una cascada de fosforilacions (Ras/Raf/MAPK) que porta, en ultima instancia, a
I’expressio dels gens zigotics terminals. En els pols, on Tor esta activat, la proteina Cic
es degrada i aix0 provoca I’expressio de #/l 1 hkb (veure figura 6). Al centre, per contra,
la via de Tor esta inactivada i aixd porta a que Cic i Gro reprimeixin I’expressié dels
gens terminals (veure figura.....). Aquest component del complex repressor és el
producte del gen capicua (cic), que codifica per un putatiu factor de transcripcié que
presenta un domini d’unié al DNA de la classe “HMG box” (per High Motility Group),
i que sembla ser la diana que s’inhibeix per la senyalitzacié de Tor.

Estructuralment, Tor és un RTK de 923 aminoacids, el qual conté una regié N-terminal
extracel-lular, un sol domini transmembrana 1 un domini tirosina cinasa C-terminal
citoplasmatic (Sprenger et al., 1989). Tot i que el domini extracel-lular, que és el
responsable de la uni6 al lligand, no presenta homologia amb cap RTK conegut, Tor és
estructuralment homoleg als RTK de tipus III, degut al seu domini tirosina cinasa
(Ullrich and Schlessinger, 1990; Yarden and Ullrich, 1988). Aquest subtipus de
receptors, entre els quals es troba el receptor de factors de creixement derivats de
plaquetes (PDGF-R) i el receptor de factors de creixement vasculars endotelials (VEGF-
R), presenten la caracteristica de que el domini tirosina cinasa intracel-lular esta
interromput per una insercié d’aproximadament cent aminoacids hidrofilics. Aquests
residus juguen un paper molt important en la unié de les proteines adaptadores, les quals
faran de mitjanceres en la transducci6 de la senyal des del receptor fins al nucli (Hanks
and Hunter, 1995; Heldin and Westermark, 1999; van der Geer et al., 1995). Torso
comparteix aquest caracter estructural i, per tant, pertany a aquest subgrup de receptors.

Figura 6: Sistema terminal com a exemple de RTK activat per lligand. (Figura realitzada per
Alessandro 1 Marc).
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Aquests fenotips estan produits només per mutacions o al-lels molt concrets del gen Tor.
Cal dir que aquestes mutacions s6n dominants i que els al-lels codifiquen per formes
constitutivament actives del receptor per tot I’embrié independentment de la unié del
lligand. Veiem, doncs, el receptor tot i que s’acumula per tot I’embrié només és activat
als pols.

1.8. Activacié del receptor torso: processament local d’un senyal uniforme

Fins ara s’han descrit els segiients elements implicats en 1’activacié del receptor Torso
en els pols de I’embrié: torso-like (tsl) (Degelmann et al., 1986; Nusslein-Volhard et al.,
1987), nasrat (Degelmann et al., 1986), polehole (Perrimon et al., 1986), trunk (trk)
(Schupbach and Wieschaus, 1986) i closca (Casanova et al., 2010).

Com he dit abans Torso és un RTK que es distribueix de manera uniforme al llarg de la
superficie embrionaria en I’etapa de blastoderm, perd la seva activacié es produeix
només en els pols, on és responsable de I’expressié dels gens tailles (tll) 1 huckebein
(hkD).

Es coneix que el producte del gen torso-like (tsl) és ’element clau per a 1’activacid
restringida del receptor Torso en els extrems de I’embrid. zsl és 1’tGnic gen del sistema
terminal que s’expressa en les cel-lules fol-liculars (que envolten 1’oocit) enlloc de
I’00cit i les cel-lules nodridores, i que ho fa d’'una manera localitzada a cada extrem de
I’00cit en maduracid, a les border cells 1 les centripetal cells, en el pol anterior, i les
cel-lules fol-liculars posteriors, en el pol posterior (Stevens et al., 1990). En abseéncia de
Tsl, el receptor no és activat i, al revés, I’expressié ubiqua de Tsl durant 1’oogenesi en
totes les cel-lules fol-liculars que envolten 1I’0dcit condueix a 1’activacié general del
receptor Torso sobre tota la superficie embrionaria (Furriols et al., 1998; Martin et al.,
1994; Savant-Bhonsale and Montell, 1993; Sprenger et al., 1993).

Tot 1 que sl s’expressa durant la oogenesi, la seva funcié no es requereix fins als
primers estadis de I’embriogenesi, quan es dona I’activacié restringida de Torso. Al
final de I’oogenesi, les cel-lules fol-liculars que estan envoltant 1’oocit degeneren. Tsl es
secreta des de les cel-lules fol-liculars s’acumula en els pols de la membrana vitel-lina,
on es manté localitzada fins després de la fecundacid, quan realitzara la seva funci6
(Stevens et al., 2003).

La naturalesa de Tsl com una proteina secretada i produida per les cel-lules
especialitzades del fol-licle a cada extrem de 1’o0cit va fer plantejar la hipotesi de que
Tsl pogués actuar com a lligand del receptor Tor: secretada per les cel-lules fol-liculars,
Tsl es mantindria enganxada a la membrana vitel-lina durant 1’oogenesi i seria
alliberada per tal d’unir-se al receptor Tor durant els primers moments de
I’embriogenesi (Martin et al., 1994). Estudis recents demostren que hi ha una
translocaci6 de tsl cap a la membrana vitel-lina, és a dir, tsl queda ancorat i el receptor
Torso pateix algun tipus de modificacié. Tot i aix0 no es reflecteix la seva unié al
receptor (Mineo et at., 2015).

Ara bé, la caracteritzacié genetica i molecular del gen trk va permetre plantejar un
model alternatiu per a I’activaci6 del receptor Tor, en que el producte del gen trk seria el
lligand de Torso. Les mutacions en el gen trk provoquen el mateix fenotip observat en
mutacions en els gens for 1 tsl (Schupbach and Wieschaus, 1986). Igual que tsl, trk és
necessari per a 1’activacié del receptor Torso, perod a difereéncia de zs/, la funcié del gen
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trk es requereix a la linia germinal i no a les cel-lules fol-liculars somatiques
(Schupbach and Wieschaus, 1986).

El gen trk codifica per una proteina de 226 aminoacids. La proteina Trk conté un
ordenament de cisteines en el seu domini C-terminal, que recorda cystine Knot present
en molts factors de creixement i lligands extracel-lulars (Casanova et al., 1995). També
conté un peptid senyal en el seu domini N-terminal, indicant que es tracta d’una
proteina secretada. Tot i que la seva seqiiencia suggereix que es trk podria codificar pel
lligand Torso, la seva distribucié uniforme per 1’o0cit sembla dificil de reconciliar amb
el fet que Torso només és activats als pols. Encara hi ha una altra caracteristica de la
proteina Trk, pero, que donaria una explicacié a aquesta paradoxa aparent i és que s han
identificat putatius llocs de clivellament en Trk, el que permet suggerir que la proteina
€s exposada a proteodlisi per generar un fragment C-terminal actiu (Casanova et al.,
1995). A més a més, la substitucié d’un sol aminoacid d’un dels llocs d’escissid putatius
de la proteina Trk és important per a ’activitat in vivo de Trk. Totes aquestes dades
porten a la hipotesi que el lligand de Torso podria ser el fragment C-terminal de Trk
generat pel seu clivellament restringit als pols de I’embri6 (Casali and Casanova, 2001).
Aixi, doncs, el model suggerit, és que el fragment C-terminal de la proteina Trk
generada per proteolisi limitada només en els pols de 1’00cit podria actuar com a lligand
del receptor Torso. A més a més, sembla ser que Tsl estaria implicat en la generacié de
la forma activa de trk en els pols de I’embri6é (Mineo et at., 2015)..

Establir quina de les dues proteines, Tsl o Trk, actuava com a lligand de Tor va resultar
important, no tant per coneixer les funcions d’aquestes proteines, sind sobretot per
aclarir quin mecanisme hi havia darrera de 1’activacio restringida del receptor Torso: o
bé el diposit local del lligand en els pols, o bé la proteolisi restringida d’un precursor de
lligand distribuit uniformement.

D’altra banda, 1I’acumulacié de Nasrat i pole-hole i closca a la membrana vitel-lina juga
un paper addicional en I’activaci6 del receptor Torso. En mutants Nasrat 1 pole-hole, la
proteina Tsl es no detecta al voltant de I’oocit indicant un paper de tres gens en
I’acumulaci6 i estabilitat del producte secretat de Tsl. Per tant, als pols de la membrana
vitel-lina es vincula la informacié espaial de les cambres ovariques a 1’activacié del
receptor Torso restringit en I’embriogenesi primerenca.

Nasrat, pole-hole i closca s’acumulen a la membrana vitel-lina, a més a més, fan falta
per la integritat de la membrana vitel-lina 1 per I’ancoratge de tsl a la membrana
vitel-lina. Per tant, quan Tsl és activat s’acumula als pols de la membrana vitel-lina
(Mineo et at., 2015).

Tot i que no s’ha demostrat la unié de Trk ni de Tsl al receptor Torso aixi com tampoc
el processament de Trk, les dades funcionals recolzen fortament la hipotesi de que Trk
actui com a lligand de Torso. En concret, un fragment C-terminal de 108 aminoacids de
la proteina Trk €s capac d’activar la via de Torso, fins i tot en mutants de tsl, Nasrat o
pole-hole (Casali and Casanova, 2001; Stein and Stevens, 2001). Aixo esta en contrast
amb I’observaci6 que 1’expressi6 ectopica de Tsl encara requereix Nasrat, pole-hole 1 la
funcié de trk per produir fenotips associats amb I’activitat general del receptor Torso
(veure figura 7 a la segiient pagina). En conjunt aquestes observacions suggereixen que
el control d’activacié de Torso €s degut a la proteolisi limitada d’un precursor de 1ligand
1 indica una similitud global amb el mecanisme d’activacié d’altres receptors. Tot i aixi,
encara no s’ha trobat cap gen que codifiqui per una proteasa que afecti a 1’activaci6 del
receptor Torso, encara que la seqiienciacié del genoma de Drosophila ha donat a
congixer molts nous gens que codifiquen per proteases. Per tant, per poder avangar ens
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els mecanismes implicats en 1’activaci6 del receptor Tor caldra identificar una proteasa
implicada en la proteolisi de la proteina Trk.

WT Tsl expression Ectopic Tsl expression

nurse cells follicle cells

nurse cells follicle cells

Ovary

border cells

Early embryo Early embryo ® ® @& @ @ ® ®

Figura 7: Esquema de I’expressio wild-type de tsl, en comparacié amb una expressié ectopica
de ts/, amb les conseqiiencies que comporta en un embrid primerenc pel que fa a ’activaci6
ubiqua de la via del receptor Torso. (Figura realitzada per Alessandro i Marc).

Totes juntes, aquestes observacions suggereixen que el mecanisme que controla
I’activacié localitzada de Torso depén del control del clivellament restringit d’un
precursor de lligand distribuit uniformement per 1’espai perivitel-1i i codificat pel gen
trk (Figura.....) (Casali and Casanova, 2001). Per tant, per tal de validar el model, sera
necessari que s’identifiqui els passos que porten al clivellament de Trk. Una altre
qiiestio és quin paper té Tsl en 1’activacié de la via. Una possibilitat que s’ha proposat
€s que Tsl podria actuar com una proteina unida a membrana que seria necessaria per
nuclear al seu voltant un complex proteolitic implicat en I’ancoratge de Trk, pero el seu
mecanisme d’accid encara es desconeix.

Recentment s’ha demostrat (mitjangant tecniques de western blot) que la proteina Trk
realment es processa in vivo (Henstridge et al 2014) i que aquest processament €és
independent de Tsl. Aquest resultat, per tant, implica que el paper de Tsl en I’activacid
de Trk seria independent del processament.

Diferents resultats suggereixen que el mecanisme que controla I’activacié localitzada
del receptor Torso als pols de I’embrié depen del control del processament del producte
de trk. En el nostre model el gen trk codificaria pel pre-pro-lligand de Tor (veure figura
8). Trk seria secretat des de dins I’embrié cap a I’espai perivitel-1i (I’espai que queda
entre la membrana plasmatica de I’embri6 1 la membrana vitel-lina) per on difondria
lliurement com una forma inactiva (pro-Trk) i seria activat de manera restringida als
pols de I’espai perivitel-1i, probablement per processament proteolitic alliberant un
fragment C-terminal de Trk que seria la forma activa del lligand que difondria
localment activant el receptor als pols.
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Figura 8: El mecanisme que controla I’activacié localitzada de Tor depen del control de la
proteolisi de la forma inactiva de Trk, que esta distribuida uniformement per 1’espai perivitel-1i.

(Figura realitzada per Alessandro i Marc).
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2. AIMS

The Torso receptor route is presented as a convenient model system for the study of
mechanisms involved in obtaining the localized activation of the receptors that are
expressed in broader domains and that are activated from the moment when its activity
is required.

A number of results suggest that the mechanism that controls the localized activation of
the Torso receptor to the embryo pulse depends on the control of the processing of the
Trk protein. However, no protease involved in the activation of the terminal system has
been identified so far.

The main goal of my Degree Final Project is to collaborate in the process of identifying
a serine protease implied in the activation by the Trunk proteolytic processing. With the
objective to move forward in the mechanisms involved in the localized activation of the
Torso receptor.

In addition, during the placement in a company (carried out the summer of 2014) the
work on this matter was initiated.

Moreover, different experimental working techniques in Drosophila melanogaster
could be learnt; as well as the genetic analysis, the work with different lines GAL4 —
UAS, the elaboration of cuticles, among other techniques.
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3. MATERIAL I METODES

3.1. Sistema GAL4 - UAS (Tubulina germinal i somatica)

El sistema GAL4-UAS és un metode genetic utilitzat per alterar 1’expressié genica i
estudiar la funcié dels gens en organismes com Drosophila melanogaster. Es una
tecnica molt poderosa per a I’estudi de la funcié dels gens. El sistema consta de dues
parts: el gen GAL4, que codifica per 1’activador transcripcional Gal4, una proteina
propia del llevat Saccharomyces cerevisiae, 1 la seqiiencia UAS (Upstream Activation
Sequence) a la qual s’uneix de manera especifica a la proteina GAL4. GAL4 és, doncs,
un activador transcripcional, és a dir, s’uneixen a una seqiiencia UAS 1 activa la
transcripci6 del gen que té al darrera (Duffy et al., 2002).

Diversos laboratoris han creat en Drosophila milers de linies GAL4 sota el control
transcripcional de diferents promotors o enhancers, cadascuna de les quals expressen
GALA4 en algun teixit cel-lular de I’organisme. En el nostre cas les linies que han estat
comprades 1’expressen sota el control del promotor de la tubulina ja sigui la tubulina
especifica de la linia germinal o la tubulina que s’expressa en totes les cel-lules
somatiques.

Les tubulines s6n una familia de proteines fonamentals en el centrosoma. A més a més,
generen components del citoesquelet, els microtibuls, els quals en presenten totes les
cel-lules eucariotes. Per tant, el fet que s’hagi decidit comprar linies GAL4 - UAS -
Tubulina somatica / germinal és perque les tubulines s6n proteines que es transcriuen
molt en totes les cel-lules de Drosophila.

La presencia de GALA4, per si sola, en aquestes cel-lules t€ molt poc o gens d’efecte, ja
que l'efecte principal de GAL4 és unir-se a una regié UAS, les quals normalment no
existeixen en el genoma de Drosophila. Per I’estudi en Drosophila, el gen GAL4 es
col-loca sota el control d’un gen promotor natiu mentre que I’UAS controla I’expressiod
d’un gen diana. Per tant, es generen mosques transgeniques en les que diferents gens o
formes modificades de gens o, en el nostre cas, I’RNAI, es clonen darrera una seqiiencia
UAS i posteriorment aquestes mosques seran creuades amb altres que portin la linia
GALA4 d’interes.

En concret el GAL4 només s’expressa en les cel-lules on la tubulina és normalment
expressada, d’aquesta manera GAL4 només ha d’activar la transcripcié de gens on s’ha
introduit una seqiiencia UAS.

GAL4 i UAS so6n, doncs, molt utils per I’estudi de I’expressié genica en Drosophila ja
que normalment no hi sén presents i la seva expressié no interfereix amb altres
processos cel-lulars.

Una altre de les coses que podem fer a partir d’aquests mecanismes, €s que GAL4
s’uneixi a una seqiiencia UAS — RNAi — gen X fent, aixi, que aquest gen X s’inactivi.
Aix0 és el s’ha realitzat en el meu Treball de Final de Grau. Es a dir, GAL4 s’uneix a
una seqiiencia UAS - RNAi d’una serina proteasa produint, aixi, una disminucié de la
seva transcripcié (veure figura 8).
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Figura 9: Representacié esquematica del procés d’obtencié de Drosophila amb seqiiencies
GAL4 -UAS -RNAi (Extret de Taniguchi N. et al., 2008).

Com a resum podem dir que s’han generat femelles amb seqiiencies que tenen el GAL4
i PUAS - RNAi - X, on X és qualsevol de les serines proteases testades, per tal
d’inactivar la funcié materna del gen X a la linia germinal i la somatica. En el segiient
apartat (3.2.) explicaré el funcionament dels RNAI.

3.2. Inactivacio de la proteasa. el silenciament postranscripcional dels gens a partir
de ’rna d’interferencia

La disminuci6 de I’activitat d’un gen determinat que codifica per una proteasa s’ha fet a
partir de la tecnica d’RNA d’interferéncia (RNAi). El fenomen d’interferéncia esta
involucrat en la seqiiencia especifica de la regulacié de gens impulsat per la introduccid
de dsRNA que resulta en la inhibici6 de la traduccio o la repressio transcripcional.

En els eucariotes superiors, inclos els nematodes, Drosophila, les plantes 1 els mamifers,
s’ha descobert un tipus de petits RNA, anomenats micro-RNA (miRNA), els quals
participen en el silenciament de molts gens. Aquests RNA actuen interaccionant amb
I’'mRNA, normalment a I’extrem 3’ UTR, provocant la seva degradaci6 o la inhibici6 de
la transduccid. En els dos casos, ’'mRNA, 1 per tant el gen que el produeix, és silenciat.
Aquesta manera de regulacié genica controla el desenvolupament temporal com a
minim en alguns organismes.

Molts miRNA estan presents només de manera transitoria durant el desenvolupament, i
algunes vegades se’ls anomena petits RNA temporals (stRNA). En els eucariotes
superiors s’han identificat milers de miRNA diferents, que poden influir en la regulaci6
d’un ter¢ dels gens dels mamifers. S han transcrit en forma d’'un RNA precursor d’uns
70 nucleotids, amb seqiiencies complementaries internes que formen estructures en
forqueta. Els precursors es tallen amb endonucleases com Drosha 1 Dicer per formar
daplex curts de 20 a 25 nucleotids de llargada. Un dels bri de I’'miRNA madur s’associa
amb I’'mRNA diana (o amb I’RNA d’un virus o d’un transposé), provocant la inhibicié

20



Treball de Final de Grau Enric Furriols Espinosa

de la traducci6 o la degradacié de ’'RNA. Alguns miRNA s’uneixen i afecten a un tnic
mRNA, amb la qual cosa influeixen en 1’expressié d’un tnic gen. Altres interaccionen
amb multiples mRNA 1i, per tant, constitueixen el nucli del mecanisme dels regulons que
coordinen I’expressié d’una gran quantitat de gens (Alberts et al., 2004).

La via de ’'RNAI1 i s’inicia per I’enzim Diecer, que escindeix llargues molecules d’RNA
de doble cadena (dsRNA) en fragments curts de doble cadena d’aproximadament 20
nucleotids de siRNAs. Cada siRNA es desenrotlla en dos RNA d’un sol bri (ssRNAs),
el bri de passatgers i el bri guia. El bri de passatgers es degrada i el bri guia s’incorpora
al complex de silenciament induit per ’'RNA (RISC). El resultat més ben estudiat €s el
silenciament genic post-transcripcional, que es produeix quan els parells de bri guia
amb una seqiiencia complementaria a la molecula d’RNA missatger indueix 1’escissio
per Argonaute, el component catalitic del complex RISC.

Aquest mecanisme de regulacié genica té un efecte interessant i practic cosa que el fa
d’una gran utilitat. Si s’introdueix en un organisme una molecula d’RNA diplex,
corresponent a la seqiiencia de gairebé qualsevol mRNA, I’endonucleasa DICER talla el
daplex en petits fragments anomenats RNA d’interferencia (siRNA). Aquests fragments
s’uneixen a I'mRNA 1 el silencien. El procés es coneix com interferencia per RNA
(iRNA).

RNAi és una important eina de recerca ja que el dsRNA sintetic introduit en les
cel-lules de forma selectiva i robusta pot induir la supressié de gens especifics d'interes.
L’RNAI pot ser utilitzat a gran escala ja que sistematicament disminueixen el producte
d’un determinat gen de la cel-lula, i d’aquesta manera ens ajudar a identificar els
components necessaris per a un procés cel-lular particular o un esdeveniment com en el
nostre cas. Aquesta teécnica s’ha convertit rapidament en una eina molt eficac per
estudiar la funcié genica, ja que pot suprimir-la sense necessitat de crear un organisme
mutant.

3.3. Diferenciacio entre mascles i femelles

En general les femelles tendeixen a ser una mica més grans que els mascles. Els dos
ultims segments de I’abdomen dels mascles sén més foscos que els de les femelles
(veure figura 10). A més a més, si s’observa la forma de I’abdomen, en el cas dels
mascles és més rod6 a la part posterior i més acabat en punta amb les femelles. També
es poden diferenciar per la genitalia a la part ventral i perque els mascles tenen pintes
sexuals (sex combs) al primer parell de potes (veure figura 11).

Male

Figura 10: Femella i mascle de Drosophila Figura 11: Mascle i femella de
(extret de FlyMove). Drosophila (extret de FlyMove).
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3.3.1. Femelles verges

Les femelles de Drosophila melanogaster poden aparellar-se a partir de les 6 hores,
aproximadament, d’haver emergit de la coberta pupal. La femella, un cop aparellada,
conserva I’esperma del mascle i va fecundant els ous a mesura que el va ponent. Per tant,
per fer creuaments entre diferents soques cal utilitzar femelles que no hagin estat
fecundades (femelles verges). Només podem estar segurs que una femella és verge si fa
poc que ha sortit de la pupa i, per tant, presenta una aparenca fragil, €s poc pigmentada
(veure figura 12B), moltes vegades té les ales encara totalment plegades (veure figura
12C) i també presenten el meconi (veure figura 12D).

Podem verificar la virginitat de les femelles si als 3-4 dies, el recipient on es troben no
presenta ous fecundats, és a dir, que mai en sortiran larves.

Non .
Virgin Virgin

A

Figura 12: (A) Femella no verge. (B) Femella verge d’aparenca fragil i poc pigmentada, (C)
femella verge amb ales plegades (D) femella verge amb el meconi present (extret de FlyMove).

3.4. Marcadors genetics dominants

En Drosophila existeixen una serie de marcadors genetics que s’ utilitzen per seleccionar
aquelles mosques que porten el gen d’interes. Aquest es troben als cromosomes
balancejadors, aixi, es pot seleccionar la mutacié d’interes. En el treball s’ha utilitzat
com a marcadors la mida de les quetes (veure imatges 13 i 14) i la forma de les ales
(veure imatges 151 16).

3
-

Figura 13: Quetes WT (Wild Type) Figura 14: TM3 (quetes Stubble (Sb)
(extret de FlyMove). (extret de FlyMove).
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Figura 15: Ales WT (extret de FlyMove)

Figura 16: Ales Cyo (ales corbades,
Curly (Cy)) (extret de FlyMove).

3.5. Analisi dels embrions: creuaments genetics i cuticules embrionaries

Per a I’estudi dels embrions on les seves mares tenen les copies incorporades del
cromosoma corresponent i, per tant, per analitzar el fenotip embrionari dels embrions
dipositats per aquestes femelles (mares) que dona la falta de funcié d’una determinada
proteasa es fan una serie de passos que a continuacié explicaré per ordre que s’han
realitzat.

Concretament s’ha fet a partir de Drosophila transgeniques Tubulina germinal Gal4 per
un costat i per I’altre Tubulina somatica Gal4.

Per a la realitzacié de tots aquest passos i, per tant, fins obtenir el resultat final passen
20 dies aproximadament.

3.5.1. Creuaments i tria de fills

El primer de tot és fer creuaments entre femelles verges Tubulina germinal GAL4-UAS
o Tubulina somatica GAL4 - UAS amb mascles UAS - RNAi - serina proteases.
D’aquesta manera s’obtenen filles que incorporen cada una de les copies dels
cromosomes que ens interessen, és a dir, Tubulina germinal o somatica i 'UAS - RNAi
- serina proteasa.

Una vegada es tenen els fills cal seleccionar quines son les femelles que han incorporat
cada una de les copies dels cromosomes que ens interessen per a fer I’estudi. Aixo és
degut a que no tots les hauran incorporat ja que en el cas de les femelles tubulina
somatica tenen la seqiiencia GAL4 - UAS balancejada amb un TM3, és a dir, que un
cromosoma té la seqiiencia GAL4 - UAS i el seu homoleg té un TM3 (quetes stubble).
A més a més, en alguns estocs ’'UAS - RNAI - serina proteases dels mascles també
tenen el cromosoma balancejat ja sigui amb TM3 (quetes stubble) o Cyo (ales corbades).

Per fer-ho s’ha observant el fenotip del cromosoma balancejador que utilitzat. El que
s’ha fet és seleccionar aquelles femelles no TM3 (quetes Wild Type) i no Cyo (ales Wild
Type), d’aquesta manera ens estarem assegurant de que han incorporat la copia que
esperem en el cromosoma. Els mascles no fa falta que es seleccionin ja que 1’tnic que
ens importa €s el genotip de la femella. Aixo és degut a que els gens que ens interessen
sOn materns.

Després de fer la tria de les filles obtingudes, es posen mascles i femelles a 29°C durant
4 dies de manera que es produeixi un elevat nimero de copies de la proteina GAL4.
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Aixi s’aconsegueix que el GAL4 s’activi en les cel-lules de la linia somatica o en les de
la linia germinal, seguidament el GAL4 s’unira a les seqiiencies UAS especifiques i
activara la transcripcié de I'RNAI capag d’inactivar una especie de serina - proteasa. Es
a dir, amb un cromosoma 1 ha una copia de la tubulina — GAL4 i amb el seu homoleg
una copia de I’'UAS -RNAi

3.5.2. Muntatge de nius

La preparacié de nius, per tal, de posteriorment analitzar les cuticules embrionaries,
consisteix en posar les mosques, després d’estar 4 dies a 29°C, en un pot tapat amb una
placa de petri amb agar de suc de fruites i amb una mica de llevat al mig (veure
figura...). El que aconseguim posant llevat per alimentar les mosques €s que les femelles
posin més embrions.

Els ous que ens interessen son els que tenen entre 24 i 48 hores a 29°C. Per tant, després
de 24 hores d’haver fet la preparacié del niu podrem treure la placa i esperar 24 hores
més per tal de que tots els ous tinguin com a minim 24 hores per desenvolupar-se.
Seguidament es procedeix a la preparaci6 de les cuticules embrionaries.

Figura 17: Preparaci6é d’un niu (foto: Enric Furriols)

3.5.3. Preparacio6 i analisi de cuticules embrionaries

La cuticula tarda 24 hores a formar-se des del moment en que els embrions s6n postos,
amb el que, com a minim, s’ha de deixar passar aquest temps per poder observar
aquesta estructura. Els passos principals sén 1’eliminacié del corion (capa més externa
de I’embrié) mitjancant un tractament amb lleixiu; 1’eliminaci6 opcional de la
membrana vitel-lina (capa situada per sota del corion) a través d’un tractament amb
hepta/metanol; 1 la destruccié de les estructures embrionaries internes, mitjancant un
tractament amb acid lactic i Hoyer (1:1). El protocol seguit és el descrit per Wieschaus i
Niisslein-Volhard (1986).

Seguidament, una vegada tenim feta la preparacié de les cuticules, es procedeix a mirar
el fenotip cuticular dels embrions. Les preparacions cuticular s’han analitzat al
microscopi Zeiss Axioskop 50, utilitzant camp forc o contrast de fases.
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4. RESULTATS I DISCUSIO

4.1. Estrategia de I’screening

L’activitat del Treball de Final de Grau estava emmarcada dins un dels objectius del
laboratori del Dr. Casanova de I’'Institut de Biologia Molecular de Barcelona (IBMB)
que és el d’identificar els mecanismes implicats en 1’activacié localitzada del receptor
Torso als pols de ’embrié de Drosophila. Concretament en el d’intentar identificar la
serina proteasa implicada en ’activacié per processament proteolitic del pro-lligand
Trunk.

A Drosophila existeixen més de 200 serines proteases 1 per identificar la proteasa
implicada en processar el producte del gen trunk (trk) es fa caracteritzant el fenotip
produit per la falta de funci6 de cada una de les diferent serines proteases inactivant la
seva funcié mitjancant la tecnica de RNA d’interferéncia (RNA1) utilitzant dsRNA. La
serina proteasa que es busca és aquella que la seva falta de funcié produeixi un fenotip
identic al de la falta de funcié del receptor Torso o a la falta de funcié del pro-lligand
Trunk.

Com que no existeixen mutants de la majoria de serines proteases es va procedir a
demanar una seria de linies UAS - RNAI - serina proteases en un centre de recerca,
especialitzat en obtenir diferents linies de Drosophila transgeniques, anomenat TRIP
(Trasgenic Rnal Project). Tot i que pugui semblar un desavantatge no tenir mutants per
totes les serines - proteases, el fet d’utilitzar linies UAS - RNAi permet inactivar les
serines proteases en un moment determinat del desenvolupament embrionari ja que ens
permet inactivar la funcié només a la linia germinal (Tubulina germinal) o només a les
cel-lules fol-liculars (Tubulina somatica), 1 aixi poder analitzar la funcié germinal o
somatica de gens amb un requeriment zigotic que la seva falta de funcié podria ser letal.
D’altra banda no podem estar segurs que I’RNAI ha inactivat completament la funci6
del gen en concret ja que els RNAi no inactiven la funcié siné que tunicament
downregula, és a dir, la cel-lula disminueix significativament la quantitat de proteasa
pero no I’elimina completament.

4.2. Validaci6 de ’estrategia de I’screening

Com a pas previ es van testar 2 linies UAS - RNAi de Torso i Tsl i una altre linia UAS -
tsl, d’aquesta manera es va poder tenir un primer contacte amb alguns dels possibles
fenotips esperats. A més a més, es va poder comprovar que diversos resultats teorics, ja
publicats, realment funcionen a la practica 1, a més a més, comprovar que 1’estrategia
d’screening dissenyada per identificar serina proteases implicades en el processament
de Trunk mitjancant la tecnica GAl4/UAS-RNAIi realment funciona.

A continuaci6 hi ha representats els diferents fenotips:
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4.2.1. Embrié Wild Type: Embrié amb totes les estructures salvatges (veure figura 18)

Figura 18: Fenotip cuticular d’una larva Wild Type vist amb microscopia de contrast de fase.
(a) regié anterior (acron), (b) regié posterior (telson). Ir: labrum, DA: brag¢ dorsal, DBr: pont
dorsal, A8: segment abdominal 8, Fk: filzkorper, tf: tuft, ap: plaques anals. (Extret de Sprenger
and Niisslein-Volhard, 1993).

Figura 19: Cuticula embrionaria amb fenotip Wild Type. (Foto: Enric Furriols)

4.2.2. UAS - Torso - RNAi

Tubulina germinal - GAL4: en aquest cas es sobreexpressa I’'RNAi de Torso en les
cel-lules de la linia germinal i com a conseqiiencia s’observa un fenotip terminal.
Aquest fet és degut a la inactivacié del gen tor. Es a dir, pel fet de que la no preséncia
del receptor Torso a la membrana vitel-lina aquest no s’ha pogut activar donant com a
resultat un fenotip terminal, és a dir, sense les estructures terminals. A la segiient imatge
(veure figura 19) es pot veure clarament un embrié sense les estructures tipiques dels
pols de I’embrid.

Figura 19: Cuticula embrionaria amb fenotip terminal. (Foto: Enric Furriols)
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Tubulina Somatica - GAL4: en aquest cas I’'RNAi de Torso s’expressa a les cel-lules
fol-liculars i no s’observa cap fenotip ja que el RNA de Torso no s’expressa a les
cel-lules fol-liculars de la linia somatica i com a conseqiiencia s’observa un fenotip
salvatge (Wild Type). Aixo és degut a que I’'RNA de Torso s’expressa en les cel-lules de
la linia germinal. En canvi, si inactivem I’RNA de Torso en les cel-lules fol-liculars
com que préviament ja s’ha expressat no té cap mena de repercussio.

4.2.3. UAS - torso-like RNAi

Linia germinal: en aquest cas torso-like €s inactivat en les en les cel-lules de la linia
germinal i com a conseqiiencia s’observa un fenotip Wild Type. Aixo és degut a que
I’RNA de torso-like s’expressa les cel-lules de la linia somatica.

Linia somatica: en aquest cas es sobreexpressa I’RNAi de torso-like en les cel-lules de
la linia somatica i com a conseqiiencia s’observa un fenotip terminal. Aquest fet és
degut a la inactivacié del Tsl. Es a dir, pel fet de que la no preséncia de torso-like en les
cel-lules fol-liculars el receptor Torso no s’ha pogut activar correctament donant com a
resultat un fenotip terminal, és a dir, sense les estructures terminals. A la segiient imatge
(veure figura 20) es pot veure clarament un embri6 sense les estructures tipiques dels
pols de I’embrid.

Figura 20: Cuticula embrionaria amb fenotip terminal. (Foto: Enric Furriols)
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4.2.4. UAS torso-like

Linia somatica: la sobrepressiéo de Tsl a totes les cel-lules fol-liculars produeix un
fenotip que consisteix en una reduccié o desaparicié de les estructures centrals de
I’embrid, mentre que les estructures terminals es formen d’'una manera més o menys
precisa (veure figura 21). En aquest cas, per exemple, hi apareixen filzkorper, per tant,
hi ha hagut una sobreactivacié de la funcié de Torso a tot I’embrid.

Figura 21: Cuticula embrionaria amb fenotip de guany de funcié. (Foto: Enric Furriols)

4.3. Llistat de les serines proteases testades

Degut a la gran quantitat de proteases, fins a dia d’avui, després d’haver-ne tastat 68
(veure taula 1 a la segiient pagina) encara no se n’ha identificat cap que pugui estar
implicada en el processament de trunk. Aixo es va poder comprovar ja que una vegada
muntades les cuticules no es va veure cap fenotip de falta de funcid, és a dir, tots els
fenotips observats van ser Wild Type.

En canvi, el resultat esperat, com a minim per una de les proteases, era un fenotip de
falta de funci6é terminal, ja que si haguéssim downregulat la funcié de la proteasa
implicada en el processament de frunk el receptor Torso no s’hauria activat
correctament i com a conseqiiencia no s haurien generat les estructures terminals tal 1
com s’ha pogut comprovar en el cas de ’'UAS —RNAi de Torso i torso-like.

L’analisi genetic s’ha basat, doncs, en la possibilitat d’induir mutacions en el genoma i,
aixi, inferir en la funcié del gen mutat a partir del fenotip que s’observa en la cuticula.
Es a dir, en aquests screenings s’aprofitava I’organitzacié de les diferents estructures
terminals cuticulars de les larves com a elements marcadors que definien el patré del
cos. Per tant, a partir del fenotip es poden establir interaccions géniques. Es a dir, per
identificar la proteasa implicada en processament del lligand cal caracteritzar el fenotip
produit per la falta de funcié de cadascuna de les diferent serina proteases inactivant la
seva funcié mitjangant la tecnica de RNA d’interferencia (RNAi). Tot i aixi, en el nostre
estudi, fins a dia d’avui no s’ha aconseguit establir cap interaccié genica.

Cal dir que encara queden moltes serines - proteases per testar, per tant, pot ser que
alguna de les que falta sigui la proteasa implicada en el processament de trunk.

A la segiient pagina mostro una taula amb totes les serines proteases testades fins a dia
d’avui.
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Taula 1: Llistat de serines — proteases testades.Indicades segons dos codis de nomenclatura, el

53371 CG1773
53372 CG31827,G18478
53373 CG18557
53374 CG18681
53375 CG18735
53376 CG30283
44269 CG31039
53673 CG3117
53674 CG31954
52870 CG32374
52897 CG3355
52872 CG4053
52873 CG4271
52898 CG4386
36078 CG4998
52874 CG5255
52875 CG5390
52876 CG5909
52877 CG6367
50579 CGe467
52899 CG7142
52878 CG30090
52900 CG33460
52879 CG32382
54468 CG32382
42484 CG8867
44504 CG8869
52901 CG9676
52880 CG9737

nimero BL i el codi CG.
Numero BL | CG#
44486 CG8579
50705 CG31034
51824 CG18444
53362 CG12385
54475 CG15002
51161 CG6298
43198 CG15042
53363 CG1304
52894 CG11911
53366 CG14760
52893 CG11192
52896 CG18065,CG13430
53364 CG13527
51401 CG9897
53367 CG14990
51697 cG10477
51692 CG6483
44656 CG10475
51754 CG7118
51698 CG8329
51451 CG18179
51469 CG11529
51429 CG7542
52892 CG10586
53360 CG11037
53359 CG10587
53365 CG14642
50698 CG12951
52891 CG10232
50648 CG2229
53333 CG11430
44476 CG31217
53361 CG32270,CG32269
53368 CG1632
33926 CG16705
54805 CG16997
53369 CG17012
52895 CG17475
53370 CG17404
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S. CONCLUSIONS

Having completed the placement for my Degree Final Project in the Institut de Biologia
Molecular de Barcelona (IBMB) a number of conclusions have been reached. The
conclusions are as follows:

1) The terminal phenotype produced by the overexposure of a line UAS-dsRNA-tor to
the germ line using a germ tubulin - GAL4 shows that the Torso function has been
inactivated and that this GAL4 line is an excellent driver to inactivate or downregulate
the function of maternal genes that are expressed in the germ line using the Interference
RNA technique (iRNA).

2) The terminal phenotype produced by the overexpression of a line UAS - dsRNA - tsl
to the follicular epithelium of the ovary using a somatic tubulin — Gal4 shows that a tsl
function is inactivated and that this line Gal4 is an excellent driver to inactivate or
downregulate the function of maternal genes which are expressed in the follicular cells
using the RNAi technique.

3) The previous two results validate the screening strategy designed in order to identify
the serine proteases involved in the pro-ligand Trunk processing using the GA14/UAS-
RNAI technique: to search a terminal phenotype produced by the overexpression in the
germ line (using germ tubulin - GALA4) or in the follicular cells (using germ tubulin -
GALA4) of the dsSRNA of each of the Drosophila serine proteases.

4) Having analysed over 70 serine proteases, up to the current moment, none has been
proved to be involved in the Trunk processing. However, the fact that about 100 lines
are yet to be analysed and that they are potentially indicated to result in a terminal
phenotype must be considered.

Before concluding this work, I would like to express my gratitude to Jordi Casanova,
Head of the Laboratory in the Institut de Biologia Molecular de Barcelona (IBMB)
where | have carried out my Degree Final Project. Thank you for giving me the
opportunity to carry out this project.
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