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RESUMEN

En humanos, mutaciones en el gen conexina 26 (Cx26), que codifica una de las
subunidades proteicas que forman canales de unidbn en hendidura (UH), son
responsables de alrededor del 50% de los casos de sordera genética a nivel mundial,
pudiendo también causar trastornos dermatoldgicos. Existe poca informacién sobre los
procesos moleculares afectados por las mutaciones en las UH codificadas por Cxs, por
lo que esta investigacion buscd utilizar el modelo de Drosophila melanogaster para
identificar elementos regulatorios (“partners”) del procesamiento intracelular de Cx26
y/o su funcién. Trabajos anteriores demostraron que la expresion de Cx26 en el circuito
neuronal que regula el ritmo circadiano de Drosophila puede afectar la ritmicidad
circadiana de moscas adultas. Interesantemente, este fenotipo depende del alelo de
Cx26 expresado. Asi, la expresion del alelo silvestre (Cx26wt) genera arritmicidad,
mientras que la expresion de los alelos que portan las mutaciones de sordera en el
residuo 12, Cx26G12R y Cx26G12V expresan una ritmicidad muy cercana a la normal.
En este proyecto se utilizd el fenotipo circadiano para identificar genes que podrian estar
involucrados en el procesamiento y actividad de Cx26. Para ello se determind la
ritmicidad circadiana de animales que co-expresaban las variantes de Cx26 y un RNA de
interferencia (RNAi) correspondiente a un gen involucrado en el trafico o procesamiento
intracelular de proteinas. De un total de 55 genes (132 lineas), se encontraron 9 que
rescataron el fenotipo arritmico al coexpresarse con Cx26wt y 37 genes que debilitaron
la ritmicidad al coexpresarse junto a las variantes Cx26G12R o Cx26G12V. Asi esta
estrategia identificé un total de 46 genes que podrian investigarse para comprender el
procesamiento de Cx26. Para comenzar a investigar la base de los fenotipos observados
al expresar diferentes alelos de Cx26 en neuronas del marcapaso circadiano, se
caracterizé la anatomia del circuito neuronal subyacente cuando se expreso la variante
Cx26wt junto a un RNAi que rescataba el fenotipo arritmico causado por la expresion de
este alelo. A pesar de expresar el fenotipo normal, las neuronas del marcapaso
circadiano no mostraron diferencias morfoldgicas evidentes con respecto a la de
animales arritmicos que solo expresaban Cx26wt.



INTRODUCCION

El intercambio de iones, metabolitos pequefios y segundos mensajeros entre
células de organismos multicelulares ocurre a través de las UH, que son estructuras de
las membranas de aposicién celular constituidas por cientos o miles de canales
intercelulares y que permiten una actividad celular coordinada (Revel & Karnovsky,
1967). Estos canales se forman a partir de un proceso altamente regulado y que incluye
la biosintesis de las subunidades proteicas de conexinas (Cxs) en las membranas del
reticulo endoplasmatico (RE), la oligomerizacién de seis Cxs compatibles para formar
canales hexameéricos (Unwin & Zampighi, 1980) denominados conexones o hemicanal
(HC) localizados la membrana plasmatica, los que luego se asocian con HCs de las células
adyacentes en las membranas de aposicidon celular para formar el canal intercelular
completo de UH, que es una estructura que traspasa las dos membranas celulares.

Estas uniones intercelulares son codificadas por familias de genes codificantes de
proteinas integrales de membrana diferentes para vertebrados e invertebrados, Cxs e
Inx respectivamente. Estas no son homologas entre si en términos de secuencia primaria
pero las UHs formados por Inx comparten similitudes estructurales y funcionales con los
formados por Cxs.

Los miembros de la familia de las Cxs presentan una topologia estructural similar,
y consiste de un extremo N citoplasmatico, cuatro dominios transmembrana unidos por
dos bucles extracelulares, un bucle citoplasmatico y una cola C terminal citoplasmatica
(Goodenough et al., 1996). Las Cxs tienen un rol crucial en la homeostasis de tejidos y
organos, Y la etiologia de varias enfermedades hereditarias en humanos se ha vinculado
a mutaciones en los genes codificantes de estas (Mese et al.,, 2007). En particular,
mutaciones en Cx26 son causantes de la mayoria de los casos de sordera genética
humana (Martinez et al., 2009) pudiendo esta generar la pérdida parcial o total de la
audicion (mutaciones no sindromicas) y causar ademas anomalias dermatoldgicas
(mutaciones sindromicas) (Wei et al., 2004). El nombre de Cx26 deriva de su peso
molecular tedrico ya que este corresponde a 26kDa (Sohl & Willecke, 2003). Esta
ademas destaca por utilizar una ruta no candnica de trafico intracelular para transitar a
la membrana celular. En general, para migrar desde el reticulo endoplasmatico (RE)
hacia la membrana plasmatica, las proteinas siguen la ruta clasica que implica un paso
por el aparato de Golgi para luego migrar a la membrana celular (Martin et al, 2001)
como hacen, por ejemplo, Cx32 y Cx43. A diferencia de ello, la Cx26 no trafica a través
del aparato de Golgi, estableciendo una ruta directa a la membrana plasmatica mediante
puentes de membrana (Levine & Rabouille, 2005; Prydz et al., 2013). Sin embargo se
desconocen muchos detalles de este proceso.

Se ha utilizado ampliamente Drosophila melanogaster para el estudio de
problemas bioldgicos fundamentales. En el caso de Cx, aun cuando su genoma no incluye
genes de Cx, esta mosca se ha utilizado para comprender las bases de los defectos
causados en humanos por formas mutantes de Cx. Tal fue el caso de Cx31, asociada a
multiples enfermedades en humanos ademas de la sordera, como eritroqueratodermia
variabilis (EKV), donde ha sido particularmente dificil la elucidacion del mecanismo
patogénico de sus mutantes pero que mediante su expresién en mosca del vinagre se
logré determinar que esta era causada por problemas en el plegamiento de proteinas.
En conjunto con esta informacién, se logré identificar pequefias moléculas con posibles
aplicaciones terapéuticas (Tang et al., 2015).

Drosophila presenta varias ventajas experimentales entre las cuales se
encuentran: poder realizar experimentos simples y rapidos para demostrar conceptos
bioldgicos importantes; no representar una amenaza para la salud humana; ser de facil
y econdmica obtencién, mantencion y transporte (Pulver et al.,, 2011); vy tener
herramientas genéticas que simplifican enormemente la combinacidon y mantencién de
mutaciones y variantes genéticas. Ademas, al ser un modelo simple, cuenta con la



ventajas de su simplicidad per se: un sistema nervioso central y un genoma
cuantitativamente mas pequefio. Ademas de mutantes, existen sistemas transgénicos
espacial y temporalmente inducibles (Roman et al., 2001; Stebbins et al., 2001). Dentro
de las herramientas usadas para el control espacial de la expresion de transgenes se
encuentra el sistema GAL4-UAS. Este se basa en dos componentes donde el primero
corresponde a un activador transcripcional de genes inducidos por galactosa (GAL4) e
importado de Saccharomyces cerevisiae, expresandose de manera tejido-especifica al
fusionarse con un promotor de interés. El segundo componente corresponde a UAS
(Upstream Activating Sequence), que corresponde a la secuencia de DNA a la cual se
une de manera especifica el factor de transcripcion GAL4, activando asi la transcripcién
del gen fusionado rio abajo de UAS (Brand & Perrimon, 1993). Estos componentes se
combinan mediante un cruce genético simple que genera una progenie donde el gen de
interés, unido a UAS, se expresa solo en aquellos tejidos y momentos del desarrollo en
los cuales se expresa GAL4 (Duffy, 2002).

Previamente en el laboratorio se habian expresado diversos alelos de Cx26 en el
ojo y en el ala para la identificar posibles cambios estructurales evidentes, pero estos
no fueron observados. Los alelos expresados fueron la versién silvestre de Cx26
(Cx26wt) y mutantes puntuales en el segmento N terminal de Cx26 donde en el residuo
12 se reemplaza Glicina (G) por arginina (R) para el caso de la Cx26G12R (que se ha
vinculado a casos de sordera genética sindromica) y por valina (V) para Cx26G12V
(vinculada sordera genética no sindrémica) (Martinez et al., 2009). Luego se investigd
si la expresién de diferentes alelos de Cx26 en el circuito neuronal que controla la
ritmicidad circadiana causaria la expresion de fenotipos circadianos diferentes. Se eligid
este fenotipo ya que la ritmicidad circadiana es investigada dentro del laboratorio
ademas de ser un fenotipo altamente cuantitativo, lo que permite detectar y cuantificar
cambios muy sutiles en el fenotipo (Prokop & Morgan, 2012).

Los relojes circadianos representan una adaptacion de los organismo a los
cambios diarios en las condiciones ambientales. Se distinguen 3 componentes principales
en los sistemas circadianos: (1) un “reloj” interno (marcapasos) que genera una
oscilacidon circadiana (diaria), (2) vias de entrenamiento a través de las cuales estimulos
como ciclos de luz y oscuridad entrenan al reloj al periodo de 24h del entorno y (3) vias
de salida que vinculan al reloj con los sistemas efectores (Dunlap, 1999).

El cerebro de Drosophila posee alrededor de 150 neuronas implicadas en la
regulacion de su comportamiento circadiano. Estas pueden dividirse en neuronas
laterales (LNv) pequefias (sLNv) y grandes (ILNv) que expresan el neuropéptido,
PIGMENT DISPERSING FACTOR (PDF), una unica sLNv que no expresa PDF, neuronas
dorso laterales (LNd) y tres grupos de neuronas dorsales (DN1, DN2 y DN3) (Helfrich-
Foérster, 2005).

Los relojes circadianos de organismos multicelulares funcionan a través de bucles
de transcripcién/traduccion. Diariamente dos factores de transcripcién, codificados por
los genes Clock (Clk) y Cycle (Cyc), activan la transcripcidon de diversos genes, incluidos
period (per) y timeless (tim). Las proteinas PER y TIM forman un bucle negativo en el
ciclo molecular: con cursos de tiempo individuales, PER y TIM entran en el nicleo y como
dimero interfieren con las acciones de CLK y CYC, reduciendo asi su propia transcripcién.
La degradacion subsiguiente de TIM y PER permite la reanudacion de la activacion
transcripcional mediada por CLK-CYC, iniciando asi otro ciclo diario (Nitabach & Taghert,
2008). Como resultado de estas interacciones las proteinas PER y TIM y sus ARNm
muestran oscilaciones diarias en su abundancia, donde los niveles de ARN alcanzan su
punto maximo en la noche y los niveles de proteinas alcanzan su maxima concentracion
cercano al amanecer. Mutaciones en per o tim pueden acortar, alargar o incluso suprimir
los ritmos circadianos en la eclosidon y la actividad locomotora (Sehgal, et al. 1994).



Al expresar estas variantes de Cx26 en neuronas de reloj mediante el “driver”
clock-GAL4 (clk-GAL4), se observd en trabajos anteriores que expresar Cx26wt en este
circuito neuronal causa un patrén de actividad arritmico (AR) mas no las formas
mutantes estudiadas aqui, que se comportaron de forma ritmica (R) en la gran mayoria
de los animales. Ante dichos antecedentes es que se planted aqui el uso de la mosca del
vinagre como un modelo para identificar elementos que modificarian los fenotipos
observados al expresar los diferentes alelos de Cx26 utilizados. Para ello la estrategia
consistid en coexpresar RNAi para genes involucrados en el trafico intracelular para
identificar genes cuyo knockdown causarian ya sea el rescate del fenotipo arritmico
causado por la expresidon de Cx26wt o arritmicidad al coexpresarse con Cx26G12R o
Cx26G12V. La seleccién de los RNAI se realizd en base a su participacidon en ciertos pasos
del transporte intracelular, del proceso de formacion de vesiculas, etc, por lo que se
espera que este “screen” genético permita identificar elementos involucrados en el
proceso a través del cual la proteina Cx26 es traficada a la membrana plasmatica.

Basandose en que en la realizacion de knockdowns de determinados elementos
podria permitir identificar candidatos de interés en la ruta hacia la membrana plasmatica
de Cx26 que generan alteraciones en el fenotipo circadiano de la mosca (Hipoétesis), esta
investigaciéon se propuso identificar dichos elementos (Objetivo General). Para esto, se
seleccionaron elementos relacionados al procesamiento intracelular y mediante el uso
de RNAiIs se realizé un knockdown para pesquisar cambios en el fenotipos de los animales
(Objetivo Especifico 1). Paralelamente se propuso utilizar inmunohistoquimica para
examinar la morfologia del circuito neuronal de la mosca cuando se expresan variantes
de Cx26 causantes de arritmicidad (Objetivo Especifico 2) para la pesquisa de posibles
factores anatdmicos que estén causando dichos efectos en el comportamiento,
enfocandose principalmente en la anatomia de neuronas que expresan el neuropéptido,
Pigment Dispersing Factor (PDF). (Esto debido a que PDF y las neuronas cerebrales en
las cuales se expresa son esenciales para la expresion de la ritmicidad circadiana vy
porque poseen una anatomia altamente estereotipada (Lear et al., 2005; Renn et al.,
1999)).

La identificacion de elementos clave en el procesamiento intracelular de Cx26
(cuyas mutaciones se han vinculado con alrededor del 50% de los casos de sordera
genética a nivel mundial), podria otorgar informacién valiosa para futuras
investigaciones en el area relacionado con la, poco descrita, ruta mediada por
microtubulos que no incluye el paso por el aparato de Golgi para llegar a la membrana
celular ya que es imperativo poder identificar elementos candidatos que pudieran estar
regulando esta ruta secretora. Por otra parte, la caracterizacién anatémica del circuito
neuronal que media la ritmicidad circadiana de Drosophila cuando se expresan las
variantes de Cx26 generadoras de un fenotipo arritmico podrian informar sobre las bases
anatémicas de los fenotipos observados. Son estos antecedentes con los que la presente
investigacion constituiria los primeros avances para el estudio de Cx26 utilizando el
sistema modelo de Drosophila melanogaster.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis: El knockdown de genes especificos permite identificar candidatos
involucrados en el procesamiento intracelular de Cx26 a través de las alteraciones que
causan en el fenotipo circadiano de la mosca, Drosophila melanogaster.

Objetivo General: Identificar genes cuyo knockdown altera el fenotipo circadiano de
Drosophila que coexpresan diferentes alelos de Cx26

Objetivos Especificos:

1. Determinar el efecto sobre la ritmicidad circadiana de coexpresar, junto a
diferentes alelos de Cx26, RNAi para genes involucrados en el procesamiento y
trafico intracelular de proteinas en el circuito neuronal que regula la ritmicidad
circadiana.

2. Examinar la anatomia de este circuito neuronal cuando se expresan variantes de
Cx26 causantes de arritmicidad.

METODOLOGIA Y ESTRATEGIAS EXPERIMENTALES

Animales

Las cepas de Drosophila melanogaster fueron cultivadas en un medio de harina
de maiz estandar y mantenidas a temperatura ambiente (20-22°C) con ciclos de luz y
oscuridad de 12h cada uno. Para el uso del sistema binario GAL4-UAS se utilizd como
driver de GAL4, clock-GAL4 (clk-GAL4) (provisto por Orie Shafer, CUNY, NY, USA) y
transgenes UAS-Cx26wt (III), UAS-Cx26G12R (II) y UAS-Cx26G12V (II) (provistas por
Agustin Martinez, Universidad de Valparaiso, Valparaiso, Chile). (Entre paréntesis y en
nimeros romanos se indica el cromosoma donde se encontraba insertado cada uno de
los transgenes). Como grupo experimental se realizé la cruza de moscas c/k-GAL4+UAS-
Cx26 (wt, G12R y G12V) con moscas portadoras de los UAS-RNAI para los diferentes
genes considerados, y como control se realizd la cruza clk-GAL4+UAS-Cx26 en su
version silvestre (wildtype; wt) y mutantes (G12R y G12V) con moscas de genotipo
white (w), que es el “background” genético de la mayoria las cepas transgénicas
utilizadas. Para aquellos RNAi que causaron la expresiéon de un fenotipo de interés, se
analizé ademas el fenotipo circadiano de animales que expresaban ese RNAi bajo el
control de c/k-GAL4 (en ausencia de Cx26). Este control se realizé para determinar si la
expresion de ese RNAI en el circuito circadiano por si solo causaba el fenotipo observado.

Las lineas de RNAI utilizadas se obtuvieron del Vienna Drosophila Resource Center
(VDRC), Viena, Austria y del Bloomington Drosophila Stock Center (BL), Indiana, USA y
de encuentran listadas en el Anexo.

Monitoreo de la Actividad Locomotora

Se realizaron las cruzas de moscas a 25°C y su progenie macho de 5-8 dias de
edad se colocé de manera individual en los monitores de actividad locomotora Trikinetics
(Trikinetics, Inc., Waltham, MA, USA) a la misma temperatura. Previo al registro, las
moscas fueron entrenadas en condiciones de luz/oscuridad (LD) de 12:12 horas por 4
dias y para luego ser puestas en oscuridad constante (DD) por 10 dias para el registro.
Tanto el entrenamiento como el registro se realizaron a 25°C.

Analisis Cualitativo de la Ritmicidad Circadiana

Basado en la inspeccion visual de los registros de actividad locomotora
(actograma) obtenidos bajo condiciones de DD se categorizaron los animales como
ritmicos (R; Fig. 1A), débiimente ritmicos (WR; Fig. 1B) y arritmicos (AR; Fig. 1C)
donde, en el primero de ellos se observan periodos de actividad e inactividad diarios
claramente delimitados, el segundo presenta una ritmicidad diaria visible pero con menor
claridad y el tercero de ellos no presenta una ritmicidad circadiana evidente.



Para todos estos registros, se descartaron aquellos donde el animal poseia una
sobrevivencia menor a 3 dias y para evitar sesgos en la categorizacion esta se realizo
mediante un simple-ciego donde se desconocia el genotipo del animal hasta posterior
asignacion de categoria.
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Figura 1: Actogramas (arriba) y autocorrelogramas (abajo) ejemplificadores de animales ritmicos
(A), débilmente ritmicos (B) y arritmicos (C). Las lineas horizontales de los actogramas
representan 48horas (h)y cada marcacorrespondeala cruza delanimal a través del haz infrarrojo
del monitor (invisible para el animal). En los graficos de autocorrelacion se indican los valores del
Indice de Ritmicidad (RI) y la periodicidad (p, en horas) de los registros correspondientes.

Andlisis de la Autocorrelacién: indice de Ritmicidad (RI)

La “fuerza” de la ritmicidad se cuantificé utilizando el Indice de Ritmicidad (RI)
derivado del andlisis de la autocorrelacién. Este andlisis cuantitativo se realizé utilizando
el software de MATLAB del paquete “Fly Toolbox” (J. D. Levine, et Funes, Dowse, & Hall,
2002) del cual ademas, se obtuvieron datos sobre la periodicidad (p, en horas) de los
registros (Fig. 1). Los registros se consideran ritmicos cuando el RI >0,15 (Sundram et
al., 2012). Posteriormente los datos de RI obtenidos se graficaron mediante el programa
GraphPad Prism 8 (Swift, 1997). Se compararon los resultados obtenidos de animales
experimentales vs control via ANOVA seguido de una prueba post hoc de Dunnett,
marcando con un achurado aquellos estadisticamente diferentes.

Diseccion e Inmunohistoquimica

Para la observacién de la anatomia de las neuronas PDF, se fijaron los cerebros
disectados de moscas adultas en paraformaldehido (PFA) al 4% en tampdn fosfato (PBS)
por 15 minutos a temperatura ambiente. Luego, se realizaron 3 lavados en PBS y a
continuacién, se hicieron 3 permeabilizaciones de 5-10min con PBS con TritonX-100
(PBST) al 0,3% con agitacién. A continuacidon se bloquearon los tejidos incubandolos en
suero normal de cabra (NGS) al 5% en PBST para luego incubar en anticuerpo primario
toda la noche a 4°C con agitacion. Como anticuerpos primarios se utilizd anti-PDF (raton;
Developmental Studies Hybridoma Bank, USA) junto a anti-Cx26 (conejo; proporcionado
por Dr. Agustin Martinez) ambos a una concentracidon de 1/2000. Al dia siguiente se
realizaron 3 lavados con PBST al 0,3% de 10 minutos cada uno con agitacion para luego
incubar por 2 horas protegido de la luz con el anticuerpo secundario apropiado (ambos
de Thermo Fisher Scientific, USA): Alexa Fllor 488 anti-mouse para anti-PDF y Alexa
Flior 568 anti-conejo para Cx26, diluidos con PBST con NGS al 5%. Luego se realizaron
3 lavados con PBS de 10 minutos cada uno y se procedid a montar los cerebros en
cubreobjetos cubiertos con poli-lisina (Sigma-Aldrich, USA) utilizando medio de montaje
Fluoromount (Thermo Fisher Scientific, USA). Los tejidos se almacenaron en oscuridad
a 4°C hasta su posterior observacion.

Toma y Analisis de Imagenes

Se utiliz6 un microscopio Olympus DSU Spinning Disk equipado con una camara
Hamamatsu para observar y fotografiar las muestras a 10x, 20x y 40x para su posterior
procesamiento utilizando el programa Imagel. Complementariamente se utilizo
microscopia CONFOCAL para la toma de imagenes a 100x.




RESULTADOS

1. Determinacion del efecto de la coexpresion de diferentes RNAi con los
alelos de Cx26 sobre la ritmicidad circadiana.

1.1 Controles para Conexina
Controles Los resultados obtenidos de las pruebas de
actividad locomotora para animales en los cuales
T T solo se expresaron los diferentes alelos de Cx26 en
el circuito circadiano (llamados aqui controles) se
ilustran en la Fig. 2. Se aprecia claramente una
marcada arritmicidad de las moscas portadoras de
Cx26wt con un RI con una mediana de 0,12

o
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sus versiones mutantes (Cx26G12R y Cx26G12V)
que presentan una clara ritmicidad, con RI con
medianas de 0,52 y 0,54 respectivamente.

o
=3
]

T contrastando con las moscas portadoras de Cx26 en

o ® Figura 2: Controles. Gréficas tipo “boxplot Tukey” del RI

de moscas control para Cx26wt (n=142), Cx26G12R

H (n=122) y Cx26G12V (n=128); la linea horizontal dentro
de la caja indica la mediana. La linea punteada (RI=0,15)
delimita elumbral de la arritmicidad. En todos los graficos
ot ‘LQ:‘. + de aqui en adelante se utilizard el color amarillo para

6@ distinguir a los grupos control.

A continuacion se describen los resultados de co-expresar, junto a alelos de Cx26,
RNAI para genes involucrados en el procesamiento intracelular de proteinas. Estos genes
fueron elegidos porque participan en el trafico, la internalizacién o la degradacién de
proteinas. En esta tesis los genes se indican con el nombre utilizado en el campo de
Drosophila. En el Anexo se resumen sus funciones asi como el nUmero de cada cepa
RNAi utilizada. Genes considerados de interés fueron aquellos cuyo knockdown
rescataban la ritmicidad causada por la expresién en el circuito circadiano de Cx26wt o
disminuian la ritmicidad causada por la expresién de las variantes mutantes de Cx26,
Cx26G12R o Cx26G12V. Este fue un “screen general”, sin preconcepciones sobre
posibles genes involucrados. Cuando se identificaba un gen de interés, se realizaba a
continuacién el knockdown de genes que pertenecian a la misma via, estrategia que
algunas veces fue exitosa. Dentro de lo posible, se presentan los resultados agrupando
genes que tienen una funcion similar o que pertenecen a la misma via.

1.2 Via de Sumoilacion

La SUMOQilaciéon corresponde a un proceso en el cual una proteina de la familia
“small ubiquitin-related modifier” se une a la proteina diana afectando su localizacién,
actividad o estabilidad (Geiss-Friedlander & Melchior, 2007).



Figura 3: Diagrama de relaciones entre los RNAi vinculados (en mayoro menor medida) con la
via de SUMOQilacion. Aquellos elementos que causaron un fenotipo estadisticamente diferente con
respectoa su grupo control se encuentran achurados en verde, azul y rojo segun si el genotipo
afectado fue Cx26wt, Cx26G12R o Cx26G12V, respectivamente.

Los genes relacionados a la via SUMO vy sus relaciones que fueron examinados en
esta tesis se ilustran en la Figura 3; el achurado resume el impacto sobre el fenotipo
circadiano de co-expresar RNAi para genes de esta via con diferentes alelos de Cx26
(ver leyenda para mas detalles).

La Fig. 4 muestra el efecto de estos RNAi sobre la ritmicidad para Cx26wt.
Ninguno de los RNAi probados generd un cambio estadisticamente significativo en la
arritmicidad, aun cuando el knockdown de los genes 14-3-3E, 14-3-3Z, CaMKII,
Grasp65, Iwr, Rnf11 y UbaZ2 (todos estos destacados en verde) produjo algunos animales
“WR"” por lo que fueron catalogados como “genes de interés”.
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Figura 4: Resultados obtenidos luego del knockdown mediante RNAi de elementos de la via de
SUMOilacidon en moscas que co-expresan Cx26wt. En amarillo se muestra el grupo control, las
barras de color representan elementos de interés (aun cuando ninguno fue estadisticamente
diferente del control). Los nimeros en paréntesis indican el nombre y el nimero de la cepa
utilizada (para mas detalles, ver Anexo 1). N=10-30 segun genotipo.
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Figura 5: Resultados obtenidos para el knockdown de genes de lavia SUMO en moscas que co-
expresan Cx26G12R. Los resultados para el control se indican en amarillo; genotipos que
produjeron resultados potencialmente interesantes se indican en color azul y se encuentran
achurados si fueron estadisticamente diferentes del control (este codigo se usara en todas las
figuras). N= 10-30 segln genotipo.

RI

La Fig. 5 resume los resultados obtenidos luego del knockdown de elementos de
la via de SUMOilacibn en moscas que co-expresan Cx2612R. Se resaltaron en azul
genotipos con efectos potencialmente interesantes y achurados aquellos que causaron
un fenotipo circadiano estadisticamente diferente del control, y que incluyen los genes
caMKII y SUMO. Para SUMO se intentdé potenciar la eficiencia del RNAi incorporando la
expresion de dcr2. Se aprecia que el knockdown de algunos genes que se encuentran
directamente asociados a SUMO, como /wr y Uba2 (ver Figura 3), no causé un efecto
significativo sobre el fenotipo.
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Figura 6: Resultados obtenidos para el knockdown de genes de la via SUMO para moscas que co-
expresan Cx26G12V. Ver Figura 5 para explicacién de cédigo de colores. N= 8-30 segun genotipo.

En la Fig. 6 se destacan en rojo los resultados obtenidos para el knockdown de




dgrn, dlgl, Grasp65, Iwr, Rnf11, SUMO y UbaZ2 al coexpresarlos con Cx26G12V. Al igual
que para Cx26G12R, se intentd potenciar la eficiencia de del knockdown de SUMO
mediante el uso de dcr2. El caso de /wr es particularmente interesante no solo debido a
gue varios RNA| diferentes para este gen causaron la expresién de un fenotipo arritmico
sino también porque este gen se encuentra directamente relacionado con SUMO (como
se puede apreciar en la Fig. 3) ya que codifica una enzima que conjuga SUMO. A esta
informaciéon se suma que tanto /wr como SUMO interactian con Uba2 de forma directa
ya que este gen codifica una de las dos subunidades de la enzima activadora
heterodimérica SUMO, y como se aprecia en la Fig. 6, la expresion de RNAi para Uba2
también causd aritmicidad para 2 de los 3 RNAi usados. Estos resultados sugieren que
la via de SUMO regula la accién (desconocida) que Cx26G12V ejerce en el circuito
neuronal que controla la ritmicidad circadiana de Drosophila.

1.3 Via SNARE

Las proteinas SNARE son una superfamilia de pequefias proteinas cuyo rol
principal corresponde a la mediacién del trafico de la via secretora de eucariontes siendo
claves en la fusion de membranas. Participan en el trafico de membranas, incluido el
trafico de vesiculas trasportadoras con carga, organizacién compartimental y fusién de
organelos. Como se ilustra en la Fig. 7, los SNAREs incluyen a Qa-SNARE, Qb-SNARE,
Qc-SNARE, Qbc-SNARE y R-SNARE, diferenciandose en sus dominios N-terminal vy
transmembrana. Sintaxinal3 también es parte de las Qa-SNARES; Snap25 y Snap26 de
Qbc-SNAREs, Gos28 de Qb-SNAREs y Vamp7 corresponde a una R-SNARE (Jahn &

Scheller, 2006).
Qa-SMARE=s
Qbc-SNAREs
R-SNAREs
Qb-SHNARE=

Figura 7: Diagrama de relaciones entre los genes seleccionados para knockdown vinculados a las
proteinas SNARE. En circulos se encuentran los RNAI utilizados y en rectangulos se halla el SNARE
al cual pertenecen. Las uniones representan interacciones y las flechas indican un efecto
potenciador (+) o uno supresor (-). Ver Figura 3 para explicacién del cédigo de colores.




Para los RNAi de genes relacionados a SNARE en moscas que co-expresaron
Cx26wt (Fig. 8) se destacan en verde los resultados de coexpresar RNAi para bchs y
Snap29. También se destacan algunos de los RNAi que generaron un cierto rescate de
aritmicidad en algunos de los animales pero no en todos, siendo estos los RNAi para los
genes Syx13 y Vamp?.
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Figura 8: Resultados obtenidos para el knockdown de genes relacionados a SNARE en moscas
que coexpresan Cx26wt. Ver Figura 5 para explicacion de cdédigo de colores. N= 8-30 segln
genotipo.

Para las moscas portadoras del alelo mutante Cx26G12R (Fig. 9), se observé que
los animales con el knockdown para Snap25 presentaron un comportamiento
significativamente menos ritmicos que las moscas control, pero sin llegar a la AR.
También se destaca los resultados obtenidos luego de expresar RNAi para Syx13 junto
con dcr2 (Syx13 (102432) + dcr2). Para este gen se esperd potenciar el efecto
observado en ausencia de dcr2 (tendiendo a la arritmicidad) pero en lugar de esto se
observd un comportamiento incluso mas ritmicos que el del grupo control.
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Figura 9: Resultados obtenidos para el knockdown de genes relacionados a SNARE en moscas
que coexpresan Cx26G12R. Ver Figura 5 para explicacion de codigo de colores. N= 8-30 segln
genotipo.




Finalmente, para el caso de Cx26G12V (Fig. 10), se observd que aquellos
animales con un knockdown para Snap25 y Syx13 generaron un comportamiento
significativamente menos ritmico que el de los animales control. Aparte de estos RNA;,
se destaca el efecto del RNAi de Gos28, cuyo knockdown generd un comportamiento
menos ritmicos mas no estadisticamente diferente del control.
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Figura 10: Resultados obtenidos para el knockdown de genes relacionados a SNARE en moscas
que coexpresan Cx26G12V. Ver Figura 5 para explicacion de cddigo de colores. N=8-30 segun
genotipo.

1.4 Complejo ESCRT

La maquinaria ESCRT consta de los complejos de proteinas periféricas de
membrana ESCRT-0, -I, -II, -III, Vps4-Vtal y el homodimero AliX. Este sistema participa
en la degradacion de proteinas de membrana innecesarias o peligrosas entre otros
muchos procesos. El complejo ESCRT-0 es necesario para la clasificacion de proteinas
de la membrana plasmatica en la ruta del cuerpo multivesicular (MVB) en células
animales. ESCRT-0 se une y agrupa la carga ubiquitinada para su entrega en MVB, y
recluta clatrina, ligasas de ubiquitina y enzimas desubiquitinadas. Funciona como un
heterodimero de estequiometria 1:1 (Ren et al., 2009) de Hrs y Stam (Asao et al., 1997).
El complejo ESCRT-I corresponde a un heterotetrdmeto compuesto por una copia de
cada subunidad: Vps23 (sinénimo de TSG101), Vps28, Vps37 (Katzmann et al., 2001) y
Mvb12 (Chu et al., 2006) que se coensambla con ESCRT-II en las membranas y estos
dos complejos parecen funcionar como un supercomplejo de estequiometria 1:1 (Hurley,
2010). Todas estas relaciones se pueden observar en el Fig. 11.
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Figura 11: Diagrama de relaciones de los genes seleccionados vinculados a los complejos ESCRT.
Ver Figura 3 para explicaciéon del cédigo de colores.

La grafica de los RI obtenidos del analisis de la actividad locomotora para moscas
portadoras de Cx26wt en las cuales se realizd el knockdown de genes asociados al
complejo ESCRT se ilustran en la Fig. 12. En este se destaca (en verde) el efecto del




RNAi para Hrs que generd un claro rescate de la aritmicidad expresada por el grupo
control. El otro resultado destacado es el obtenido luego del knockdown de Stam.
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Figura 12: Resultados obtenidos para el knockdown de genes relacionados a complejos ESCRT
en moscas que coexpresan Cx26wt. Ver Figura 5 para explicacion de codigo de colores. N= 8-30
segun genotipo.

Para el grafico correspondiente a los animales que expresaron Cx26G12R (Fig.
13) se observd claramente un efecto significativo al generar un knockdown del gen
TSG101. Sin embargo, la expresion de este RNAi bajo control de c/k-GAL4 (es decir en
ausencia de Cx26) también causd arritmicidad (ver Figura 26, abajo), por lo que el
fenotipo podria deberse al knockdown de TSG101 en el circuito neuronal que regula la
ritmicidad circadiana, independientemente de la co-expresiéon de Cx26G12R. (El hecho
gue solo uno de los 3 RNAi para TSG101 haya afectado el fenotipo no es completamente
inusual, aun cuando abre la posibilidad que ese RNAi tenga un “off target effect”, y cause
el knockdown de un gen diferente.)
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Figura 13: Resultados obtenidos para el knockdown de genes relacionados a complejos ESCRT
en moscas que coexpresan Cx26G12R. Ver Figura 5 para explicacion de cddigo de colores. N= 8-
30 segun genotipo.

Para el caso de Cx26G12V (Fig. 14), se observd un efecto similar a lo observado
para Cx26G12R al coexpresar RNAi para TSG101 donde para el knockdown de este gen
también se generd una reduccion significativa de la ritmicidad de los animales. Otros
RNAI que generaron un efecto significativo al comparar con el grupo control, fueron Hrs
y Stam. Es de interés notar que el RNAi para Hrs tuvo el efecto opuesto al ser
coexpresado con Cx26wt, ya que causé rescate de ritmicidad (Fig. 12). Sin embargo,
no afecté de manera significativa al ser coexpresado con Cx26G12R (Fig. 13).
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Figura 14: Resultados obtenidos para el knockdown de genes relacionados a complejos ESCRT
en moscas que coexpresan Cx26G12V. Ver Figura 5 para explicacion de cédigo de colores. N= 8-
30 seguln genotipo.

1.5 Genes que codifican proteinas que interaccionan con actina
Para los RNAi para genes relacionados con actina se seleccionaron los genes arm,
Cam, canoe, ena, jar, pyd, tmod y a-cat (Fig. 15).

Figura 15: Elementos seleccionados de la via de la actina y como se relaciona entre ellos. Ver
Figura 3 para explicacidon del cédigo de colores.

Para las moscas portadoras de Cx26 en su version wildtype (Fig. 16) ninguno de
los RNAI seleccionados lograron generar un comportamiento que rescatara la ritmicidad
de manera significativa. A pesar de esto, destacamos algunos de los RNAi que generaron
resultados interesantes en el patréon locomotor como lo fueron canoe, jary Nedd4.
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Figura 16: Resultados obtenidos para el knockdown de genes que codifican proteinas que
interaccionan con actina en moscas que coexpresan Cx26wt. Ver Figura 5 para explicacidén de
codigo de colores. N= 8-30 segln genotipo.

En cambio, para Cx26G12R se destacan en azul en la Fig. 16, Cam y Nedd4
donde solo este ultimo corresponde a un RNAi con un efecto significativo. Para Nedd4 el
animal con el RI mas bajo (no outlier) fue de 0,06.
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Figura 17: Resultados obtenidos para el knockdown de genes que codifican proteinas que
interaccionan con actina en moscas que coexpresan Cx26G12R. Ver Figura 5 para explicacion de
cédigo de colores. N= 8-30 segun genotipo.

El knockdown en las moscas portadoras de Cx26G12V generd 8 resultados
estadisticamente diferentes al grupo control. Estos incluyen los genes canoe, Dab2, ena,
Nedd4 y pyd. Interesantemente, todos estos genes se encuentran estrechamente
vinculados como se observa en la Fig. 15. Ademas, hay un vinculo con el gen dig1, que
se encuentra agrupado con los demas elementos que se vinculan a la SUMOilacion. Como
se observa en la Fig. 6, d/gl también generd un efecto sobre el patron locomotor de las
moscas que coexpresan Cx26G12V.
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Figura 18: Resultados obtenidos para el knockdown de genes que codifican proteinas que
interaccionan con actina en moscas que co-expresan Cx26G12V. Ver Figura 5 para explicacién de
coédigo de colores. N= 8-30 segun genotipo.

1.6 Factores Endociticos

El sustrato 15 de la via del factor de crecimiento epidérmico (Epidermal growth
factor pathway) o Eps-15 se agrupa en las fosas (pits) recubiertas de clatrina donde
interactla directamente con el complejo de ensamblaje de clatrina AP-2 (Salcini, Chen,
Iannolo, De Camilli, & Di Fiore, 1999). También interactla con otros factores endociticos
como aquellos codificados por los genes shi y Dap160, entre otros. Dentro de esta misma
via se encuentra Chc, que guarda relacion con el complejo de clatrina y se vincula con
los genes Cicy Arfl. Arfl por su parte, corresponde a una pequefia GTPasa involucrada
en el trafico de pequenas proteinas capaz de aumentar (enhance) las acciones de arm y
Arf6. Este Ultimo regula los procesos de mediacién del trafico vesicular, como la carga y
ensamblaje de vesiculas y puede ser promovido por Efa6. Todas estas interacciones se
ilustran en la Fig. 19.

Figura 19: Elementos seleccionados de la via de endocitosis y como se relacionan entre ellos. Ver
Figura 3 para explicacion del codigo de colores.

Para los RNAI relacionados a factores endociticos se encontré que para Cx26wt el
knockdown de Efa6 y eps-15 generd animales significativamente ritmicos (ver Fig. 20).
Para shi, se observa un resultado interesante donde el fenotipo de moscas que co-
expresaron el RNAi de la linea 3799 se ubicd por debajo del umbral de arritmicidad pero
que en combinacion con dcr2 causé un rescate significativo de la aritmicidad expresada
por el grupo control. A diferencia de ello, co-expresién de RNAi de la linea 105971 por




si solo generd una conducta AR, fenotipo que no cambid al incorporar dcr2.
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Figura 20: Resultados obtenidos para el knockdown de elementos relacionados a factores
endociticos en moscas que coexpresa Cx26wt. Ver Figura 5 para explicacion de cdodigo de colores.
N= 8-30 segun genotipo.

Para los resultados obtenidos de disminuir la expresion de ciertos factores
endociticos en moscas portadoras de Cx26G12R (ver Fig. 21), se obtuvo que solo el
knockdown de AP-2 generéd un resultado significativo comprado con el grupo control.
Aparte de AP-2, se destacan Chc y Clc ya que dichos RNAi generaron también una
disminucion considerable (mas no significativa) de la ritmicidad expresada por el control.
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Figura 21: Resultados obtenidos para el knockdown de elementos relacionados a factores
endociticos en moscas que co-expresan Cx26G12R. Ver Figura 5 para explicacion de codigo de
colores. N= 8-30 segun genotipo.

Para las moscas portadoras de Cx26G12V, los genes que participan en procesos
endociticos cuyo knockdown generaron una alteracion en la ritmicidad fueron AP-2, Chc
y eps-15. Para el caso de AP-2 se destaca que, para animales que expresan Cx26G12R,
también tuvieron un fenotipo diferente al del grupo control. Este paralelismo también se
observa con el RNAi para Chc donde, tanto para Cx26G12R como para este mutante,
este RNAi gener6 un comportamiento arritmico en los animales.
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Figura 22: Resultados obtenidos para el knockdown de elementos relacionados a factores
endociticos en moscas que coexpresan Cx26G12V. Ver Figura 5 para explicacion de codigo de
colores. N= 8-30 seglin genotipo.

1.7 Miscelaneos

Finalmente para las Fig. 23-25 se ilustran los resultados obtenidos cuando se
realizd el knockdown en moscas que coexpresan Cx26wt, Cx26G12R y Cx26G12V, de
los genes bsk, ch7, cora, Dpck, pck, Sarl, Snx1, Snx16, tmod y wbl (llamados aqui
“miscelaneos” porque no son todos parte de una misma via).
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Figura 23: Resultados obtenidos para la disminucion de la expresion de elementos “miscelaneos
mediante el uso de RNAi en moscas que coexpresan de Cx26wt. Ver Figura 5 para explicacion de
codigo de colores. N= 8-30 segln genotipo.

Para las moscas Cx26wt, se observa que la diminucion de la expresion de coracle
generd un aumento significativo en la ritmicidad del patron locomotor de dichas moscas.
Otros resultados interesantes correspondieron a los obtenidos luego del knockdown de
los genes bsk, pck, Snx1 y Snx16 donde se observaron medianas por sobre RI=0,15.
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Figura 24: Resultados obtenidos para el knockdown de coracle, Dpck, Sar 1 y wbl para moscas
que coexpresan Cx26G12R. Ver Figura 5 para explicacion de codigo de colores. N= 8-30 segln
genotipo.

Para las moscas portadoras de Cx26GI12R no se obtuvo resultados
estadisticamente significativos para estos RNAi (Fig. 24), pero si para moscas
Cx26G12V, como se grafica en la Fig. 25. Aqui se observé una diferencia significativa
entre el comportamiento exhibido por el grupo control y el de las moscas que
coexpresaron un RNAi para Dpck (35376). Este knockdown disminuyo la ritmicidad,
lograndose un RI de una mediana de -0,06 y de un promedio de 0,04.
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Figura 25: Resultados obtenidos para el knockdown de coracle, Dpck, Sar 1 y wbl para moscas
que coexpresan Cx26G12V. Ver Figura 5 para explicacién de cédigo de colores. N= 8-30 segun
genotipo.
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Las moscas “experimentales” expresaron un RNAi para un gen de interés junto a
un alelo de Cx26. De observarse un efecto, es necesario mostrar que este efecto se debe
a la co-expresion de Cx26, y no simplemente al impacto del knockdown del gen en el
circuido neuronal que regula la ritmicidad circadiana de la mosca. Asi, como control para
estos experimentos se investigd el fenotipo de moscas que expresaron solo los RNAi bajo
control de clk-gal4. Se observa que la mayoria de los RNAi testeados no afectaron la
ritmicidad normal de la mosca a excepcion de los RNAi para SUMO y TSG101. Para RNAI
de SUMO, si bien para la mayoria de los casos las medianas no llegaron a estar bajo el
umbral, revelan que los resultados indicados en las Fig. 6 y 7 deben ser interpretados
con cautela. Sin embargo, el fenotipo claramente ritmico del control para RNAi de /wr
apoyan la hipdtesis que la via SUMO juega un rol en el procesamiento de Cx26. En
cambio, TSG101 genera una mayoria de animales AR. Por ello, en el caso de este gen,
los fenotipos arritmicos obtenidos al coexpresar Cx26G12R y Cx26G12V podrian indicar
gue no se deben a cambios en la funcion de Cx26 en este circuito.



2. Efecto de la expresion de las variantes de Cx26 sobre la anatomia de las
neuronas del circuito del reloj en cerebro de moscas.

Cerebros de moscas adultas que expresan Cx26wt, Cx26G12R y Cx26G12V bajo
el control de c/k-GAL4 mostraron un patréon de inmunoreactividad para Cx26 y PDF que
se ilustra en la Fig. 27. Para todos los genotipos las neuronas PDF mostraron en general
un nimero y una anatomia normal, aun cuando la expresion de la variante G12R (B)
causé que las proyecciones dorsales de estas neuronas fuesen mucho menos
estereotipadas. Sin embargo, este patron anormal no afectd el fenotipo circadiano, el
cual fue fuertemente ritmico (Fig. 2).

Al expresar la variante silvestre de Cx26 (Cx26wt, A) se observé la presencia de
particulas de immunoreactividad para Cx26 (Cx-IR) en las neuronas PDF (flechas
blancas) pudiendo apreciarse su colocalizacidn con mayor claridad con aumento a 40x
(Fig. 28). Interesantemente, esta marca no se observd en cerebros de moscas que
expresan Cx26G12R y Cx26G12V (B y C). (Es importante notar que para todos estos
experimentos, las Cx26 se expresaron en todas las neuronas reloj, por lo que la Cx-IR
[sefial en canal rojo] no se encuentra exclusivamente restringida a las neuronas PDF).

Figura 27: Imagenes captadas mediante microscopia confocal spinning disk de cerebros de D.
melanogaster adultos control combinados con Cx26wt (A), Cx26G12R (B) y Cx26G12V (C) con
anticuerpos para Cx26(rojo) y PDF (verde). Flechas blancas indican neuronas PDF y puntas de

flecha sefialan proyeccidon dorsal de estas. Barra de escala: columna 1y 3, 25um; columna 50um.

El hecho que la expresion de Cx26wt cause la expresion de un fenotipo arritmico




y fue el Unico genotipo para el cual se observaron particulas de Cx-IR en las neuronas
PDF sugiri6 que la arritmicidad asociada a este genotipo podria deberse a la presencia
de estas particulas. Estas podrian, por ejemplo, interferir con la funcionalidad de las
neuronas PDF, las cuales son esenciales para la expresidon de la ritmicidad circadiana
(Renn et al.,, 1999). Por esta razén se exploraron las posibilidades de que: A) La
expresion de Cx26wt eventualmente causaria la muerte de las neuronas PDF; y B) Que
aquellos genes cuyo knockdown rescatd la ritmicidad de moscas que coexpresan Cx26wt
eliminarian estas particulas.

anti-PDF anti-Cx26

Figura 28: Cerebros de animales adultos pertenecientes al genotipo Cx26wt x w (joven) tratados
con anticuerpos para PDF (columnal)y Cx26 (columna2) completos (fila 1). Las imagenes en
las fila 2 y 3 muestran con mayor aumento los cuerpos celulares de las neuronas PDF y sus
proyecciones dorsales, respectivamente. Barra de escala: Fila 1, 50um; Filas 2 y 3, 25um.

A) La expresion de Cx26wt eventualmente causaria la muerte de las neuronas
PDF

Para explorar esta posibilidad se examiné el patréon de inmunoreactividad para
PDF y Cx26 en animales jévenes (1 dia) vs. envejecidas (17 dias). Como se muestra en
la Figura 29, las moscas Cx26wt envejecidas no mostraron mayor alteracién en su patron
de Cx-IR (la menor inmunoreactividad para PDF en moscas envejecidas se debe a la
edad y no es particular a este genotipo). Se observd en los cerebros jovenes que
expresan Cx26wt bajo el control de c/k-GAL4 (Fig. 28) una buena integridad del tejido
acompanado de una proyeccién dorsal de las neuronas PDF ordenada y arborizada. A su
vez se logran apreciar marcas para Cx26 que colocalizan en las neuronas PDF como se
aprecia en la tercera columna de la figura. Para los cerebros de genotipo envejecido (ver
Fig. 29), se observd esta colocalizacidén en las neuronas pero también se vio marcas
para Cx-IR sobre las proyecciones dorsales y al centro del cerebro. Dichas proyecciones
en cerebros envejecidos presentan una menor arborizacién que en animales jévenes al
ser analizados cualitativamente. Sin embargo es muy poco probable que este cambio
sutil en la anatomia de las neuronas PDF sea la causa de la arritmicidad de este genotipo



puesto que la localizacion exacta de la proyeccion dorsal no es esencial para la expresion
de ritmicidad circadiana (Helfrich-Férster, 2005). Los cambios observados podrian
deberse a la disminucidn normal de la expresién del neuropéptido PDF durante el
transcurso del dia ya que las disecciones se comenzaron en la mafana y finalizaron
pasado el mediodia y se sabe que el patron de expresion de PDF varia durante el dia
(Park et al., 2000). Sea como sea, se descarta la posibilidad de que la expresién de
Cx26wt eventualmente causa la muerte de las neuronas PDF.

anti-PDF anti-Cx26

Figura 29: Cerebros para el genotipo clk-GAL4+Cx26 x w (envejecido) completos (fila 1). Las
imagenesen las fila 2 y 3 muestran con mayor aumento los cuerpos celulares de las neuronas
PDF y sus proyecciones dorsales, respectivamente. Barra de escala: fila 1 50um;filas 2 y 3. 25um.

B) Aquellos genes cuyo knockdown rescatan la ritmicidad de moscas que
coexpresan Cx26wt eliminarian estas particulas

La Figura 30 muestra el patréon de inmunoreactividad para PDF y Cx26 para
cerebros jovenes de moscas Cx26wt que coexpresan un RNAi para Hrs el cual las volvid
fuertemente ritmicas (ver Fig. 12). A pesar de este rescate de ritmicidad, los cerebros
de estas moscas aun mostraron Cx26-IR particulada en las neuronas PDF, las cuales
mostraron una anatomia normal. Una situacion similar se observd en moscas
envejecidas de este genotipo (Fig. 31).



anti-PDF anti-Cx26

| Figura 30: Cerebros de moscas adultas del genotipo Cx26wt que coexpresan un RNAi para Hrs |
(joven) completos (fila1l). Las imagenesen lasfila 2 y 3 muestran con mayoraumento los cuerpos
celulares de las neuronas PDF y sus proyecciones dorsales, respectivamente. Barra de escala: fila

1 50pm;filas 2y 3 25um.

anti-Cx26

Figura 31: Cerebros de moscas adultas envejecidas delgenotipo Cx26wt que coexpresan un RNAI
para Hrs completos (fila 1). Las imagenes en las fila 2 y 3 muestran con mayor aumento los
cuerpos celulares de las neuronas PDF y sus proyecciones dorsales, respectivamente. Barra de

escala: fila 1 50um; filas 2 y 3. 25um.




anti-PDF anti-Cx26

Figura 32: Cerebros de adultos Cx26wt que coexpresan un RNAi para shi (joven) completos (fila
1) Las imagenes en las fila 2 y 3 muestran con mayor aumento los cuerpos celulares de las
neuronas PDF y sus proyecciones dorsales, respectivamente. Barra de escala: fila 1 50um; filas 2

y 3. 25um.

anti-PDF anti-Cx26

Figura 33: Cerebros adultosde moscas del genotipo Cx26wt que co-expresan un RNAi para shi
(envejecidos) completos (fila 1) Las imagenesen las fila 2 y 3 muestran con mayor
aumento los cuerpos celulares de las neuronas PDF y sus proyecciones dorsales,
respectivamente. Barra de escala: fila 1 50um;filas 2y 3. 25um.




En las Fig. 32 y 33, se muestran los patrones de inmunoreactividad para PDF y
Cx26 de cerebros de moscas que coexpresan Cx26wt y un RNAi para shi (VDRC 105971)
jovenes vy envejecidas, respectivamente. El knockdown de shi generd un
comportamiento ritmico en los animales que coexpresan Cx26wt. Los cerebros jovenes
presentan una buena integridad cerebral donde las neuronas PDF presentan marcas para
Cx26 en y cerca de estas. Sus proyecciones llegan al sector dorsal del cerebro y
presentan marcas para ambos anticuerpos. Lo que contrasta en este caso entre las
neuronas de animales jovenes y las de moscas envejecidas es que estas Ultimas no
presentan bordes definidos y se perciben como “borrosas”. A pesar de esto, estos
cerebros poseen marcas de Cx26 en las neuronas PDF. La proyeccion dorsal si bien
existente, es menos definida que las proyecciones de moscas jovenes. Esto se puede
deber a los mismos motivos mencionados para la diseccion anterior. Independiente de
ello, el hecho que estas moscas expresaron un fenotipo ritmico significa que los cambios
observados no afectaron la funcionalidad del circuito circadiano.



DISCUSION

El sistema modelo, Drosophila melanogaster, ha contribuido enormemente a
nuestra comprension de una gran diversidad de procesos bioldgicos, desde los
mecanismos de herencia, al desarrollo, y a la conducta. Mas recientemente se ha
mostrado que puede ser de utilidad incluso para comprender la biologia de genes de
importancia biomédica para los cuales no existe un gen homélogo en la mosca (Wangler,
Yamamoto, & Bellen, 2015). Tal es el caso de Cx31 humana cuya version mutante
genera el sindrome EKV (erythrokeratoderma variabilis). En este caso, la expresién de
este gen en moscas permitié identificar el mecanismo por el cual el alelo mutante genera
dafio celular (Tang et al., 2015).

De forma analoga, en esta tesis se utilizd Drosophila para identificar genes
candidatos involucrados en el procesamiento y/o trafico intracelular de Conexina 26
(Cx26). Mutaciones en Cx26 son responsables de la mayoria de los casos de sordera
genética humana. La Cx26 se diferencia de la mayoria de las Cxs y proteinas de
membrana en que su procesamiento intracelular no sigue la ruta habitual via el aparato
de Golgi, sino que transita directamente a la membrana celular utilizando una ruta
alternativa poco comprendida.

Como ensayo se utilizé la expresion en el circuito neuronal que regula la
ritmicidad circadiana, ya que estudios anteriores establecieron no solo que la expresion
de Cx26 afectaba este fenotipo sino que ademas el efecto dependia del alelo utilizado.

Asi, se encontré que la expresion de la versidon silvestre de Cx26 (Cx26wt)
generaba arritmicidad mientras que las variantes Cx26G12R y Cx26G12V causaban la
expresion de un fenotipo esencialmente normal. Mas aun, si bien Cx26G12R y Cx26G12V
expresaban un fenotipo similar, mostraron sensibilidad diferente al knockdown de
diferentes genes (ver mas abajo), mostrando asi que este sistema podia discriminar
entre 3 proteinas humanas que se diferencian en solo un aminoacido.

Como resultado de este estudio se identificaron 9 genes cuyo knockdown generd
una mejora en la ritmicidad de animales que expresaban Cx26wt, 6 genes cuya
disminucion de expresidn causd arritmicidad en moscas que expresaban Cx26G12R y 31
que lo hicieron a las que expresaban Cx26G12V. Esto permite posicionar dichos genes
como candidatos de interés en el procesamiento intracelular y funciéon de esta conexina.

Genes cuyo knockdown rescaté la arritmicidad causada por la expresion de
Cx26wt

En animales que expresaban Cx26wt, se obtuvo que los genes cuyo knockdown
rescatd la ritmicidad fueron 2 del grupo SNARE, 2 relacionados a los complejos de
ESCRT, 4 relacionados a factores endociticos y 1 del grupo “miscelaneo”. Dentro del
grupo de las proteinas SNARE, los RNAi que generaron un comportamiento ritmico fueron
los RNAIi para los genes bchs y Snap29. Para estos resultados es importante destacar
que se probaron 3 lineas diferentes UAS-RNAIi para bchs y 4 para Snap29 y en cada caso
se observd un efecto solo para uno de ellos. Esto podria indicar que los efectos
observados se deban al knockdown de otros blancos (efectos “off-target”). Como
alternativa, es posible que los RNAi que no tuvieron efectos no causen un knockdown
significativo. Para explorar esta posibilidad se planea realizar el knockdown de estos
genes coexpresando dcr2, el cual deberia aumentar la eficiencia del RNAi. Es relevante
destacar que los fenotipos mutantes de bchs son potenciados por los genes Syx13, SUMO
y Iwr entre otros (Simonsen et al., 2007).

Para los elementos relacionados a los complejos ESCRT, se obtuvo que ambos
RNAi del complejo ESCRT-0 examinados (Hrs y Stam) generaron animales ritmicos. Hrs
codifica una proteina que, junto con el producto codificado por Stam, forman el complejo
ESCRT-0. Este complejo es responsable de la seleccién inicial de proteinas ubiquitinadas



que finalmente se degradan en lisosomas. Por su parte la proteina codificada por Stam
media la formacion de cuerpos multivesiculares. También se ha planteado que Hrs regula
negativamente la sefializacidn de receptor tirosina quinasa (TKRs) Torso (Lloyd et al.,
2002). Para futuros experimentos se propone la realizacién de la sobreexpresién de estos
elementos para determinar si se genera (0 no) un comportamiento arritmico asociado a
la coexpresidon con Cx26.

Para aquellos RNAI relacionados a factores endociticos se observé que disminuir
la expresién de Efa6, Eps-15 y shi generd un rescate de la ritmicidad. Eps-15 codifica
una proteina adaptadora multidominio implicada en la endocitosis. Interactia con varios
otros factores endociticos como los codificados por shi y AP-2. Es necesario para el
desarrollo normal de los botones sinapticos y la endocitosis de vesiculas. Shi por su parte
participa en la produccién de haces de microtUbulos y esta implicado en la clasificacion
de proteinas endociticas (Zhang et al.,, 2020). Efa6 codifica un factor clave en la
activacion de las GTPasas de la familia Arf1 (Eva et al., 2017) . Este ha sido el grupo con
la mayor cantidad de RNAIi que generan un efecto significativo. En un grupo final de
elementos, el knockdown de cora generd un comportamiento ritmico en los animales
que coexpresaron Cx26wt. Este gen codifica un componente integral de las uniones
septadas (septate junction) que son propias de los invertebrados, pero funcionalmente
homélogas a las uniones estrechas de los vertebrados. En base a estas evidencias seria
de especial interés investigar el rol del complejo ESCRT-0 en el trafico de Cx26 en células
de mamifero, ya que ambos componentes generaron una mejora significativa en la
ritmicidad de animales que coexpresaron Cx26wt.

Genes cuyo knockdown causé arritmicidad en animales que coexpresaban
Cx26G12R o Cx26G12V

Para los RNAi relacionados a la SUMOilacién se vio que el knockdown de SUMO y
CaMKII en animales que expresaban Cx26G12R presentaron una actividad locomotora
arritmica. CaMKII codifica una proteina quinasa y en neuronas tiene una amplia gama
de sustratos en multiples compartimentos subcelulares, que regulan la plasticidad
sinaptica, la excitabilidad y las interacciones citoesqueléticas (Fabian & Sachse, 2023).
SUMO codifica para la Unica proteina de la familia homoénima en Drosophila y es
conjugada a una amplia gama de proteinas para regular su estabilidad y transporte.
Ambas proteinas (CaMKII y SUMO) interactian fisicamente (proteina-proteina) (Long &
Griffith, 2000). En particular, CaMKII interactla con la ligasa E3 de SUMO (Puram et al.,
2011). Por otro lado, hay evidencias que muestran que la SUMOilacién pude modular la
actividad de CaMKII (Long & Griffith, 2000). En el caso de animales que expresaban
Cx26G12V, estos presentaron un comportamiento arritmico cuando se realizd el
knockdown de los genes dgrn, digl, Iwr, Rnf11, SUMO y Uba2. El hecho de que 3 de 4
RNAI para /wr hayan generado un cambio significativo en la ritmicidad circadiana de
estos animales posiciona a /wr como un gen de interés, al igual que SUMO (2 de 2 RNAI)
y Uba2 (2 de 3 RNAI). El gene Iwr (lesswright) se relaciona directamente con SUMO ya
que codifica una enzima de conjugacién para este. Ademas de interactuar entre si, SUMO
y Iwr tienen interacciones en comun con varias proteinas como dgrn (Hu et al., 2017),
Aosl1, CaMKII y Uba2 (Long & Griffith, 2000). De esto se podria desprender la idea inicial
de un conjunto de elementos relacionados que estarian afectando al genotipo: SUMO,
Iwr, Uba2. A estos se podria sumar dgrn ya que no solo generé moscas con
comportamientos AR, sino que guarda estrecha relacién con la maquinaria de SUMO vya
que codifica una ubiquitina ligasa dirigida a este. Se propone aumentar el N
(actualmente=10) para los animales que coexpresan el RNAi para dgrn ya que no todos
los animales presentaron un comportamiento AR. Se ha predicho que Rnfl1 habilita la
actividad de ligasa de proteina ubiquitina y la actividad de uniéon de iones de zinc.
Finalmente, el RNAi para Grasp65 también generd arritmicidad al co-expresarlo con
Cx26G12V. Grasp65 codifica una proteina del Golgi que media el bypass del Golgi para
proteinas transmembrana. Esto Ultimo resulta especialmente interesante ya que se ha
demostrado que la mayoria de Cx26 no utiliza una via secretora clasica (pasando por el



aparato de Golgi) para llegar a la membrana. Finalmente, se destaca que el knockdown
de dgrn, dlg1, Iwr, Rnfl1l y Uba2 solo afecté de manera evidente el fenotipo expresado
por animales Cx26G12V y no el de moscas que expresaban Cx26G12R, mostrando que
Drosophila puede discriminar entre estas 2 versiones de Cx26.

Dentro de las proteinas SNARE se observd que los RNAi que generaron resultados
de interés (Snap25 y Syx13) pertenecen al grupo Qbc-SNAREs. Para la versidn mutante
de Cx26G12R el Unico efecto significativo (es decir, un comportamiento arritmico) se
obtuvo con el uso del RNAi para Snap25. Este gen codifica un componente del complejo
de proteinas SNARE que podria desempefiar un papel importante en la funcién sinaptica
de sistemas neuronales especificos. Se asocia con proteinas involucradas en el
acoplamiento de vesiculas y la fusion de membranas (Risinger et al., 1997). Finalmente,
para Cx26G12V, se obtuvo que Snap25 también generd arritmicidad. Para este alelo el
knockdown de Syx13 también causd la expresion de un fenotipo arritmico. Este gen
codifica un miembro de la familia de sintaxinas del t-SNARE que media la fusién de
vesiculas dentro de las células. Se sabe también que se localiza en los endosomas y
participa en la maduracién del autofagosoma (Littleton, 2000). Algoritmos predictivos
basados en informacién obtenida experimentalmente indican que Syx13 interactua
fisicamente con las proteinas Gos28, Snap25, Snap29 y Vamp7 entre otros (Guruharsha
et al., 2011). Para el caso de Snap25 se destaca que el knockdown de este gen afectd
el fenotipo de moscas Cx26G12R y Cx26G12V. Interesantemente, el otro gen de la
familia de los Qbc-SNARES probado (Snap29) mejoro significativamente la ritmicidad de
Cx26wt. Por esto seria interesante analizar otros elementos relacionados tanto a Snap25
como a Snap29 como lo es Snap24 (predicho estar envuelto en el transporte desde el
Golgi a la membrana plasmatica) o Syx16 (responsable del transporte retrogrado del
endosoma a Golgi/trans-Golgi).

De todos los elementos relacionados al complejo ESCRT, solo uno de los 3 RNAI
para TSG101 (35710) utilizados afectd la conducta ritmica de las moscas Cx26G12R.
TSG101 codifica un componente del ESCRT-1 que actia como adaptador para los
reordenamientos de membrana operados por ESCRT-3. Dentro de sus funciones se
encuentra la clasificacion endosomal de cargas ubiquitinadas. Para las moscas que
expresaban Cx26G12V se destaca que Hrs, Stam y TSG101 generaron un efecto
significativo en la ritmicidad del patrén locomotor de dichos animales. Cabe destacar que
al probar el RNAi TSG101 (35710) en ausencia de Cx26 se obtuvieron resultados
arritmicos por lo que el fenotipo de animales portadores tanto de la versidon mutante de
Cx26 como de la silvestre requiere de un analisis a mayor profundidad ya que su fenotipo
cuando se expresa en combinacion con Cx26 podria estar enmascarado por la accién de
este RNAI por si solo. El RNAi en comUn entre ambas versiones mutantes de la Cx26 fue
TSG101 (35710) y se destaca que el knockdown de Hrs, que genera una pérdida de la
ritmicidad al coexpresarse con Cx26G12V, rescata de manera significativa la arritmicidad
cuando se coexpresa con Cx26wt. Esto también se observa con la coexpresion de Stam
en Cx26G12V y en Cx26wt. Esto posiciona a estos genes como candidatos de gran
interés en la mediaciéon del procesamiento intracelular de Cx26.

El knockdown de genes relacionados a actina generaron un efecto significativo en
los animales que expresaban versiones mutantes de la conexina 26. Para Cx26G12R,
solo tuvo un efecto Nedd4 en cambio moscas que co-expresaban Cx26G12V presentaron
un comportamiento arritmicos cuando se utilizaron los RNAi para canoe, Dab2, ena,
Nedd4 y pyd. El Unico gen que generd un efecto para ambos alelos de Cx26 fue Nedd4.
Todos estos elementos se relacionan entre si como se ilustra en la Fig. 15. El gen canoe
codifica una proteina de andamiaje en las adherens junctions que participa en la
morfogénesis de varios tejidos. Es un potenciador de ena y de dlgl (ver seccién sobre
SUMO) vy e interacciona fisicamente (proteina-proteina) con pyd (Choi et al., 2011;
Takahashi et al., 1998). Al haber menos expresion de canoe podria suceder el efecto
observado sobre la conducta de los animales debido a una menor potenciacién de los



elementos previamente descritos. Esta idea se sustenta al observar que tanto el
knockdown para ena como para dlgl generd animales arritmicos (para moscas
Cx26G12V). De forma similar se explicaria lo que se observé con el knockdown de ena
ya que este es un potenciador de pyd (y también de canoe) cuya expresién disminuida
también generd animales arritmicos.

El gen ena también actia como un supresor de Dab2 por lo que disminuir la
expresion de ena podria generar un aumento en los niveles de Dab2. El gen Dab2
(Disabled?2) por su parte, codifica una proteina adaptadora que es un componente central
de la via de senalizacidon de Notch (proteina sefalizadora esencial con un importante rol
en el desarrollo).

El RNAI relacionado a factores endociticos que generd arritmicidad del patrén

locomotor de moscas portadoras de Cx26G12R fue AP-2. Para las moscas Cx26G12V,
estos RNAi fueron los de AP-2, chc y Eps-15. La funciéon de Eps-15 ya fue descrita en
apartados anteriores pero se encuentra implicado en la endocitosis. Se sabe que AP-2
interviene en la sefalizacién de Notch y corresponde al Unico gen que generd un efecto
para ambos alelos mutantes de la Cx26. El gen chc codifica una proteina que es parte
del complejo de clatrina, que es el mayor componente de las vesiculas recubiertas.
En el dltimo de los grupos (“Miscelaneos”) se observd un efecto sobre la ritmicidad en
los animales que expresaban Cx26G12V cuando se disminuyd la expresién de Dpck, el
cual codifica una enzima bifuncional que lleva a cabo los 2 Ultimos pasos de la via de
biosintesis candnica de la coenzima A.

Los cerebros de los animales que expresaban solo Cx26wt mostraron particulas
en las neuronas PDF, que son las neuronas principales del marcapaso circadiano. Estas
particulas también estaban presentes en moscas que coexpresaban un RNAi para Hrsy
shi, por lo que el rescate de la arritmicidad asociado al knockdown de estos genes no
seria el resultado de la eliminacidn de estas particulas. Este rescate tampoco se debi6 a
una mayor sobrevida de estas neuronas ya que estaban presentes y con morfologia
aparentemente normal en moscas envejecidas de todos los genotipos. Para comprender
las bases del rescate de arritmicidad asociado al knockdown de Hrs y shi se podria
estudiar la integridad de otros elementos del circuito neuronal circadiano ya que en el
presente estudio solo se examinaron las neuronas PDF. Ademas, es fundamental conocer
si estas particulas estdn en la membrana celular o si corresponden a un agregado
intracelular ya que esta informacién es clave para la interpretacién de estos resultados.
También se podria determinar si las particulas vistas en animales que expresan Cx26wt
estan presentes en las neuronas PDF de animales Cx26GI12R o CxG12V vueltos
arritmicos al coexpresar un RNAi para un gen particular, como lo son SUMO o TSG101.
Finalmente, se podria determinar si la expresion y el ciclado de los genes reloj per y/o
tim (Sehgal et al., 1994) se correlaciona con el fenotipo conductual de los animales.

Actualmente, esta investigaciéon es la primera en buscar, mediante un screening
genético utilizando Drosophila melanogaster, genes candidatos en la regulacién vy
mediacién del trafico de Cx26 en su forma silvestre (Cx26wt) y para 2 de los principales
mutantes relacionados a la sordera genética humana (Cx26G12R y Cx26G12V). En ella
se identificaron genes cuyo knockdown altera el fenotipo circadiano de Drosophila
cuando esta coexpresa diferentes alelos de Cx26 demostrando el uso de Drosophila como
un modelo valido para la obtenciéon de genes candidatos en el procesamiento intracelular
de esta conexina. Aun asi, se requieren mayores estudios que continien con la
informacion aqui obtenida para comprender a cabalidad como los genes responsables de
los efectos observados alteran la funcion de Cx26.

Para continuar esta investigacion se sugiere también investigar si la arritmicidad
causada por la expresion de Cx26 en neuronas del marcapaso circadiano se debe a
defectos en el desarrollo o de la funcidon del marcapaso. Para ello podria examinar, por



ejemplo, el fenotipo de animales en los cuales se restringido la expresion de Cx26 al
periodo de desarrollo de la mosca o solo al periodo adulto. Esta restriccion de la
expresion se puede llevar a cabo mediante el uso de GAL80[ts], que corresponde a una
version termosensible del gen GAL80 de Saccharomyces cerevisiae, una proteina que
antagoniza la acciéon de GAL4. Asi, a la temperatura permisiva de 18°C, la proteina
GAL80[ts] expresada bajo el control del promotor ubicuo de tubulina (tubulina-
GAL80[ts]) es funcional, inhibiendo al activador transcripcional GAL4. A temperaturas
restrictivas superiores a 29°C, GAL80[ts] ya no puede unirse a GAL4 y pierde su funcion
represiva. Por lo tanto, GAL80[ts] se puede utilizar en combinacién con cambios de
temperatura para refinar el patrén temporal de expresion de un gen de interés expresado
mediante el sistema de expresién binaria GAL4-UAS (Caygill & Brand, 2016; McGuire, et
al., 2003).

CONCLUSIONES

Disminuir la expresion de genes involucrados en la SUMOilacién, o que codifican
proteinas SNARE o del complejo ESCRT, o que interaccionan con actina o con factores
endociticos entre otros, permitié identificar 46 elementos que podrian jugar un rol en la
regulacion del procesamiento intracelular de Cx26, tanto es su forma silvestre como en
las versiones mutantes seleccionadas. Paralelamente se analizé el circuito neuronal de
la mosca cuando se coexpresa Cx26wt con 2 de los RNAi que generaron una mejora en
el fenotipo arritmico de Cx26wt. Los resultados muestran que el uso del knockdown
mediado por RNAi permite identificar genes candidatos que podrian participar en el
procesamiento y/o trafico intracelular de Cx26. El hecho de que varios de los elementos
analizados no han sido previamente reportados como elementos reguladores del trafico
y funciéon de Cx26 (o de la familia de las Cxs) indica que este estudio abre las puertas a
un nuevo campo para el desarrollo de investigaciones futuras. Este estudio abre la
posibilidad de utilizar a Drosophila melanogaster como sistema modelo de estudio para
la realizacion de screens genéticos que permiten identificar genes involucrados en
diversos procesos, incluyendo a elementos propios a los vertebrados incluyendo
humanos como es la Cx26.
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ANEXOS

I. Lineas de RNAI utilizadas.

Abajo se indican todos los genes que se utilizaron durante esta investigacion. Se
indica ademads su origen (centros de cepas Bloomington, USA [BL] o Vienna Drosophila
Resource Center [VDRC]) y cddigo, ademas de su CG (cddigo asignado a cada gen de
Drosophila durante la secuenciacion del genoma por Celera Genomics) y observaciones
que incluyen informacion sobre su funcidn y sindnimos.

Nombre

VDRC/BL

Codigo

CG

Observaciones

14-3-3E

VDRC

15884

VDRC

108129

CG31196

Codifica una proteina acidica que se
heterodimeriza preferentemente con otros
miembros de la familia pudiendo también
homodimerizarse. Rol en mdltiples vias de
sefializacion pero mas prominentemente en la
cascada Ras/MAPK. Sinénimos: D14-3-3,
SR3-9.

14-3-37

VDRC

48724

VDRC

104496

CG17870

Codifica 3 isoformas de proteinas acidas
debido a su splicing altemativo. Las isoformas
se homo- y hetero-dimerizan entre si y con
otros miembros de la familia. Rol en multiples
vias de sefalizacion pero mas
prominentemente en la cascada Ras/MAPK.
Sindnimos: D14-3-3C, leonardo.

Aos1

BL

28972

BL

36074

VDRC

47256

CG12276

Activator of SUMO 1 (Aosl) codifica una de
las 2 subunidades (junto con el producto de
Uba2) de la enzima heterodimérica
activadora de SUMO. Sindnimos: SAE1,
DmAos1.

AP-2

VDRC

101552

VDRC

41130

CG7807

AP-2 codifica un factor de transcripcion con
funciones esenciales en el desarrollo de las
patas, la probdscide y el sistema nervioso
central. Interviene en la sefializacion de
Notch en el tarso en desarrollo. Sindnimos:
AP-2a, TFAP-2.

Arfl

VDRC

103572

VDRC

23082

CG8385

Pequefia GTPasa involucrada en el trafico de
proteinas entre diferentes compartimentos
celulares. Modula la formacién vy
desprendimiento de vesiculas del aparato de
Golgi. Sindnimos: ArfoF, dArfl.

Arfé

VDRC

24224

VDRC

100726

CG8156

Regula los procesos de mediacion del trafico
vesicular, como la clasificacion de la carga, el
ensamblaje de vesiculas y la fusion de
membranas. Sindnimos: Arf51f, dArf6.

Arm

VDRC

7767

VDRC

107344

CG11579

Homodlogo de Drosophila de beta-catenina.
Juega papeles en la adhesion celular.
Sindnimos: B-catenina.

bchs

BL

42517

VDRC

45028

VDRC

110785

CG14001

blue cheese (bchs) es un gen expresado
neuronalmente, miembro de la superfamilia
BEACH (Beige and Chediak-Higashi), e
involucrados en el trafico de vesiculas.
Sindénimos: Beachl, Beached, EP2299.

Bsk

VDRC

34138

CG5680

basket (bsk) codifica una serina/treonina-
proteina quinasa, un componente clave de la
via IJNK que fosforila el factor de
transcripcién codificado por Jra. Sinénimos:
JNK, c-Jun N-terminal kinasa.

Cam

VDRC

28242

VDRC

102004

CG8472

Calmodulin (Cam) codifica una proteina
mensajera cuya actividad depende de su
unidn a calcio. Actlia como parte de la via de
transduccioén de sefialesde calcio e interactiia
con varias proteinas diana, como quinasas y
fosfatasas. Esta involucrado en el movimiento
basado en el filamento de actina, el
ensamblaje del huso mitético, la guia del
axon, la respuesta al dafio del ADN, la
autofagia, la muerte celular, la percepcion
sensorial y la homeostasis muscular.




Sindénimos: CalA, D-Cam.

VDRC 100265 CG18069 C_a-z/cium/ca/modu/in -dep_e(rdent protein

47280 k/nasg II (CaMKII) codifica una abundante

caMKII proteina quinasa de serina/treonina regulada
VDRC por Ca[2+]-calmodulina. Sindénimo: CaM
kinasa II.
BL 38194 CG42312 | Codifica una proteina de andamiaje en las
BL 33367 adherens junctions que participa en la
canoe morfogénesis de una variedad de tejidos.
VDRC 7769 Sinénimo: afadina, lips, lip.
VDRC 102686
VDRC 106632 CG6948 Clathrin light chain (Clc). La clatrina es la
Clc 22318 principal protelrlla dela cubierta polledpca de
VDRC las fosas y vesiculas recubiertas. Sindnimo:
clatrina.
BL 35003 CG11949 | Coracle (cora) es un componente integral de
Cora BL 28933 la septate junction. Puede que desempefie un
papel en las interacciones célula-célula que
VDRC 9788 son necesarias para un correcto desarrollo.
VDRC 9787 Sinénimo: Cor, D4.1.
VDRC 103383 CG9012 C/ath(in heavy chain (Chc) codifica una
24789 proteina que es parte del complejo de
Chc clatrina, el cual corresponde al mayor
VDRC componente de las vesiculas recubieras.
Sindénimo: clatrina.
42877 CG1869 Chitinasa 7 (Cht7) codifica una enzima
Cht7 VDRC involucrada en el desarrollo de la cuticula, y
la reparacion de heridas.
Pab2 VDRC 14008 CG9695 Disabled codifica una proteina adaptadora
a componente central de la via de sefializacién
VDRC 109646 de la tirosina quinasa Abl.
27267 CG10981 | degringolade (dgrn) codifica una ubiquitina
BL ligasa dirigida a SUMO. Durante el desarrollo,
se requiere para la sefializacion y el patron de
dgrn BL 36628 Notch. Sinénimo: STUbL.
VDRC 16150
VDRC 101668
VDRC 41134 CG1725 Discs large 1 (dlgl) juega un papel critico en
109274 las septate junctions en el control del
dig1 crecimiento celular durante el desarrollo
VDRC larvario. Se sugiere un rol en la adhesién
celularasicomoenlatransduccidnde senales
para controlar la proliferacion celular.

35376 CG10575 | Bifunctional Phosphopantetheine
adenylyltransferase - Dephospho-CoA kinase
(Ppat-Dpck) codifica una enzima bifuncional

Dpck BL que lleva a cabolos 2 ultimos pasos de la via
de biosintesis candnica de la coenzima A
(CoA). Sindnimo: dPPAT-DPCK.

45875 CG6190 Ubiquitin protein ligase E3A (Dube3a) codifica
el miembro fundador de la familia de enzimas
ubiquitina E3 ligasa de tipo HECT. Esta

Dube3A VDRC involucrado en el pasofinal de conjugacion de
ubiquitina a sus sustratosobjetivo. Sindnimo:
As, das, Drosophila Angelman sindrome.
VDRC 24451 CG3265 god:fica una protbel'lna deunidéna Iots) extremcl)s
e los microtibulos que contribuye a la
Eb1 VDRC 330094 organizacion del citoesqueleto de estos.
Sinénimo: dEB1
VDRC 42321 CG31158 | Exchange facltor fdorArfE (Efa6) codifi(ca uFr;
Guanine Nucleotide Exchange Factor (GE
Efa6 VDRC 330083 que sustenta la activacién de las GTPasas de
la familia Arf1.
BL 31582 CG15112 | enabled (ena) codifica el Unico miemt?ro dela
BL 39034 familia En.a/VASP en Drosophi/a. Actua como
ena una polimerasa de actina procesiva,
VDRC 43058 estimulando la adicion de actina en el barbed
VDRC 106484 end. Sindnimo: enb, VASP.




VDRC 43056
BL 29578 CG16932 | Epidermal growth factor receptor pathway
BL 33942 substrate clone 15 (Eps-15) codifica una
proteina adaptadora multidominio implicada
VDRC 19165 en la endocitosis. Interactia con varios otros
Eps-15 106678 factores endociticos, como los codificados por
shi, stnB, Dap160 y AP-2a. Se enriquece en
VDRC los sitios de endocitosis y se requiere para el
desarrollo normal de los botones sinapticos y
la endocitosis de vesiculas durante la
estimulacién de alta frecuencia.
BL 34724 CG7700 Golgi SNARE, 28 kDa (Gos28) codifica una
proteina involucrada en el trafico vesicular.
Gos28 VDRC 100289 Funciona como t-SNARE en el transporte de
VDRC 12152 medial a trans Golgi de rodopsina durante la
biosintesis. Sindnimo: dgos28.
BL 34082 CG7809 Grasp65 codifica una proteina de Golgi
64565 miristoiladaque se une alproductoc_je GM130
Grasp65 y se ha demostrado que media en la
BL derivacion de Golgi de las proteinas
transmembrana. Sinénimo: GRASP.
330597 CG2903 Hepatocyte growth factor regulated tyrosine
kinase substrate (Hrs) codifica una proteina
Hrs VDRC que, junto con el producto codificado por
Stam, forma el complejoESCRT-0. Sinénimo:
vps27.
VDRC 37535 CG5695 Jaguar (jar) es un_a_protel’na quese une ala
108221 actina y tiene actividad ATPasa que es
iar activada porla actina. Junto a CLIP-190, jar
J VDRC puede coordinar la interaccién entre la
actina y el citoesqueleto de microtubulos.
Sindnimo: Myosin VI.
BL 31396 CG3018 lesswright (Iwr) codifica Ubc9, una enzima de
BL 37506 conjugacion de SUMO que acepta SUMO de la
enzima activadora de SUMOy lo transfiere al
Iwr BL 37481 objetivo de conjugacién de SUMO. Sindnimo:
BL 9318 Ubc9, semushi.
VDRC 104007
VDRC 33685
BL 34741 CG42279 | Nedd4 codifica una ubiquitjna ligasa E3 que
BL 31687 regula negativamente la via de sefializacion
Nedd4 VDRC 13121 Notch y los genes comm y Amph.
VDRC 108475
VDRC 23726 CG8269 Dynactin 2, p50 subunit (DCTN2-p50)
110741 codifica una subunidad del complejo
dynactin. Junto con otros miembros del
complejo dedinactina, el productode DCTN2-
p50 es fundamental para la mayoria de las
p50 funciones de la dineina-1 citoplasmica motora
VDRC de los microtubulos dirigidos al extremo
negativo, incluida la polaridad del ovocito, la
localizacion del ARNm, la localizacion del
centrosoma, la organizacién del huso, la
endocitosis y el transporte axonal. Sindénimo:
dynamitin, DCTN2-p50.
108193 CG10360 | Requerido para la activacion de autofagia
P62 VDRC selectiva por proteinas ubiquitinadas.
Sindénimo: ref(2)P, SQSTM1.
VDRC 50306 CG14779 | pickel  (pck) codifica una  proteina
50307 transmembrana de la superfamilia Claudin.
Es parte del complejo central de la septate
Pck junction (SJ) y es esencial para la
VDRC morfogénesis y la funcion de SJ. La funcién
de barrera transepitelial de los tejidos
epiteliales se ve afectada en los mutantes
pck. Sindbnimo: mega, megatrachea.
Pyd VDRC 38863 CG43140 | polychaetoid (pyd) codifica una proteina de
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ESCRT-III. Sus funciones incluyen Ila
clasificacion endosomal de cargas
ubiquitinadas, que es importante para la
regulacion de la sefializacion, la citocinesis y
la gemacién de virus y exovesiculas.
Sindnimo: ESCRT-1, vps23, ept, erupted.

BL 63986 CG7528 Ubiquitin-like activating enzyme 2 (Uba2)
BL 28569 codifica una de las dos subunidades (junto
Uba2 con el producto de Aosl) de la enzima
BL 35806 activadora SUMO heterodimérica. Sinénimo:
VDRC 330352 SAE2, sip2, DmUbaZ2.
VDRC 110173
VDRC 31744 CG12359 | Ulp1 codifica una cisteina p,roteasa que
106625 cataliza tanto la maduracion como la
Ulp1 VDRC desconjugacion de SUMO. Se localiza en la
cara nucleoplasmica del complejo del poro
nuclear.
BL 38300 CG1599 Vesicle-associated membrane protein 7
BL 43543 (Vamp?7) codifica una proteina SNARE de tipo
Vamp7 R. Interviene en la fusién de autofagosomas
VDRC 13317 con endosomas y lisosomas formando un
VDRC 108733 complejo SNARE con los productos de Syx17
y Snap29.
13864 CG7225 windbeutel (wbl) codifica una proteina
whbl VDRC miembro de la via de sefalizacion Toll que
reside en el reticulo endoplasmico. Sindnimo:
wind.
31217 CG2987 A/pha—celitenin red/at('jeg (a—catrzj Sﬁ p|>redice qéje
permite la actividadde unién del filamento de
ag-catr BL actina. Se prevé que participe en la
transduccion de sefiales de la proteina Rho.
BL 33430 CG17947 a-Catenin se asocia con el dominio
VDRC 20123 citoplasmatico de una variedad de
cadherinas. La asociacion de cateninas a
a-cat 19182 cadherinas produce un complejo que est@
ligado a la red de filamentos de actina y que
VDRC parece ser de importancia primordial para las

propiedades de adhesion celular de las
cadherinas.




II. Lista de RNAI con efectos estadisticamente significativos

Via SUMOilacion

Cx26wt

Cx26G12R

caMKII (VDRC 100265)
SUMO (VDRC 105980)

Cx26G12V

dgrn (BL 36628)
dlgl (VDRC 109274)
Grasp65 (BL 34082)
Iwr (BL 9318)

Iwr (BL 37481)

Iwr (BL 37506)

rnfl1l (BL 31554)
SUMO (VDRC 34113)
UbaZ2 (BL 36806)
UbaZ2 (BL 63986)

Via

SNARE

Cx26wt

bchs (VDRC 42517)
Snap29 (BL 51893)

Cx26G12R

Snap25 (BL 27306)

Cx26G12V

Snap25 (BL 34377)
Syx13 (BL 27984)
Syx13 (BL 38525)

Complejos ESCRT

Cx26wt

Hrs (VDRC 330597)
Stam (BL 35016)

Cx26G12R

7SG101 (BL 35710)

Cx26G12V

Hrs (VDRC 330597)
Stam (BL 27487)

7SG101 (BL 35710)
7SG101 (BL 38306)

ACTINA

Cx26wt

Cx26G12R

Nedd4 (BL 31687)

Cx26G12V

canoe (BL 33367)
canoe (BL 38194)
Dab2 (VDRC 14008)
Ena (BL 31582)
Nedd4 (BL 31687)
Nedd4 (BL 34741)
pyd (VDRC 38863)
pyd (VDRC 104159)

Factore

s Endociticos

Cx26wt

efa6 (VDRC 330083)
eps-15 (VDRC 19165)
shi+dcr2 (VDRC 3799)
shi (VDRC 105971)

Cx26G12R

AP-2 (VDRC 101552)

Cx26G12V

AP-2 (VDRC 41130)
chc (VDRC 24789)
eps-15 (BL 29578)
eps-15 (BL 33942)

MISCELANEOS

Cx26wt

cora (VDRC 9787)

Cx26G12R

Cx26G12V

Dpck (BL 35376)




