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RESUMEN

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es un sindrome neurodegenerativo raro de
etiologia incierta con desenlace fatal, en el cual un 10% de los casos son formas
familiares causadas principalmente por 4 genes, entre ellos TARDBP y FUS. El
objetivo ha sido conseguir un modelo de Drosophila melanogaster con silenciamiento
tejido especifico de los genes ortdlogos de TARDBP y FUS. Concretamente el
silenciamiento se ha inducido en glia y en musculo, tipos celulares que junto con la
motoneurona integran la unién neuromuscular, y complementariamente se han realizado
ensayos experimentales para detectar diferencias en el fenotipo locomotor de las moscas
con silenciamiento de estos genes en musculo. El propésito final seria identificar si
estos tejidos podrian desencadenar la degeneracion de la motoneurona, consolidando la
hipdtesis de la ELA como enfermedad periférica primariamente metabolica. Este trabajo

fin de grado aborda las primeras fases de este ambicioso proyecto.

ABSTRACT

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a rare neurodegenerative syndrome that has an
unknown aetiology with a tragic ending, in which 10% of all cases are familiar forms
caused fundamentally by 4 genes, TARDBP and FUS among them. The aim has been to
generate a model of Drosophila melanogaster with tissue-specific silencing of
orthologous genes of TARDBP and FUS. We have chosen glial and muscular tissues for
the silencing because they take part of the neuromuscular junction and additionally,
some experimental trials have been made in order to detect differences in the locomotor
phenotype which had these genes silenced in muscle. The final goal will be to identify if
these tissues could trigger neurodegeneration, supporting the theory of ELA being a
peripheral primarily metabolic disease. This final degree project is focused on the first

phase of this ambitious project.



1. INTRODUCCION

1.1 EPIDEMIOLOGIA

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es un sindrome neurodegenerativo heterogéneo de
etiologia incierta. La mayoria de los casos son esporadicos aunque existen formas familiares
de la enfermedad que estan asociadas a mutaciones en ciertos genes, algunos con
penetrancia incompleta." En Europa, la incidencia oscila entre 2-3 casos por 100.000
personas. Se ha observado que ésta difiere en base a origenes ancestrales, siendo menor en el
este de Asia (0,8 casos por 100.000) y el sur de Asia (0,7 casos por 100.000). En areas
donde poblaciones de ancestros diferentes viven en proximidad (como por ejemplo en la
zona norte de América), la tasa de incidencia de ELA en la poblacion indigena es
particularmente baja (aproximadamente 0,63 casos por 100.000) mientras que la incidencia
en regiones de poblaciones con origenes ancestrales relativamente homogeneos (como
Irlanda, Escocia, Islas Feroe) es mas alta (2.6 casos por 100.000).>® Ademas, se han
reportado variaciones en el fenotipo e historia natural de la enfermedad segun estos origenes
ancestrales diferentes, siendo la supervivencia mucho mas corta en Europa (24 meses) que
en Asia central (48 meses) una vez diagnosticada la enfermedad. * En cualquier caso, el
namero de pacientes con ELA va en aumento en concordancia con el envejecimiento de la
sociedad, ya que la mayoria de los pacientes diagnosticados se sitGan entre los 50 y 75 afios
de edad.’

1.2 DIAGNOSTICO Y CURSO CLINICO

El diagndstico es clinico, basado en los criterios de El Escorial (Tabla 1) y habiendo
descartado los diagnosticos diferenciales de enfermedades que mimetizan la ELA y son
tratables (Tabla 2)°. La clinica se puede caracterizar por la degeneracion tanto de la primera
como de la segunda motoneurona de un modo asimétrico y simultdneo que conduce a
sintomas motores y extramotores variables. La primera motoneurona, que conecta el cortex
cerebral con el tronco del encéfalo y la médula espinal, es la motoneurona ‘inhibidora’ y su
degeneracion produce entre otros sintomas rigidez, hiperreflexia y espasticidad muscular. La
segunda motoneurona, que conecta el tronco del encéfalo y la médula espinal con el
musculo, es la motoneurona 'activadora’ y al degenerarse, se producen atrofia muscular,

disminucion de los reflejos y fasciculaciones y se registra denervacion en el



electromiograma.” Por Gltimo, hay que destacar que no haya afectacion de los esfinteres y la

musculatura estriada, la cual engloba la musculatura extrinseca ocular y la musculatura

cardiaca, las cuales mantienen su funcionalidad en la ELA. Ademas, los pacientes pueden

presentar una dramética pérdida de peso inexplicable, que probablemente esté en relacion

con el estado hipermetabélico descrito recientemente.® Estas evidencias cientificas suponen

la base de la hipdtesis del proyecto que se presenta a continuacién, siendo este trabajo la

primera parte del

proyecto del

grupo de enfermedades

neurodegenerativas

y

neuromusculares liderado por el Profesor Adolfo Lopez de Munain en el Instituto de

Investigacion Sanitaria Biodonostia.

El diagnés-
tico de ELA
requiere;

1. Signes de
MNS

2. Signes de
MK

3. Cursa pro-
gresivo

Categorias de ELA

Definida: MNS + MNI
an fres regiones.
Prabable: MNS +
MNI en dos regiones
(MNS rastral 2 MM
Posible: MNS + MNI
an una region; MN3
an dos o tres ragio-
nas {ELP).
Sospecha: MNI en
dos O tres regiones
{AMPI.

Deben estar
ausentes:

1. Trastornos sensitivas
2. Disfuncion esfinte-
nana

3. Problermas visuakes

4, Trastorna autendmico
5. Enfarmedad de Par-
kinsan

f. Enfermedad de
Alzheimer

7. Exclusicn de otras
entidades que mimeti-
zan la EL&

El diagndstica de ELA
se apoya en:

1. Fasciculaciones en
una ¢ mas regicnes

2. EMG con cambics
Aeursgenicas

3. Velocidades de can-
duccion motora y sensi-
tiva narmales {latencias
distales puaden estar
aurmeantadas)

4. Ausaencia de blogueos
de conduccion

Regiones: Bulbar, cervical. toracica y iumbe-sacra.
MHNI: Neurgna matera inferior
AMP: Atrofia muscular pragresiva

MNS: Neurogna motora supericr.
ELP: Esclerasis lateral primaria.

Tabla 1. Criterios de El Escorial.




Sintomas y Sintomas y signos Sintomas ¥ slgnos de  Sintomas y sig-
signos de MNS da MHI MHNS v MNI nos bulbares
- Mielcpatla - atrefia espinal del - Mielapatia cervico- - Malfarmacian

canico- adultc artrosica o lumbar de Arnald -

artrésica - Meurapatia por - Sifngomielia Chiari
- Malfcrma- blogqueos de la can- - Tumores cernvicalss - Miastenia
cion de duccian espinales. intrisecas aravis

Arncld-Chiar - Policmielitis aguda o extrinseceos - Siringotulbia
- Paraparesia - Sindrome post-pelic - Tinotoxicosis - Enfermedad

espastica - CIDF - Hiparparatircidismo de Kennedy

hereditaria - Atrofia focal benigna - Déficit de vitamina B12 - Tumicres del
- Paraparesia - Fasciculaciones - Intoxicacicn por forarmen mag-
espastica benignas plamo num

asaciada a - Enfermedad de - Paraproteinemias

HTLW-| Kennedy - &indrome para-

- Tumores - Sindrome para- necplasica

a nivel de neaplasica aso- - Enfermedades

tronco de ciada a procesos infeccinsas (lUes.

encéfale wa linfoproliferativos neurcbomalicsis, VIH

raquidecs - Miapatias inflama- Ccon algunos casos
- Malfor- teras o mitocon- reversibles)

Mmacianes driales - Enfermedad de

vasculares - Intoxicacidn por Machadao-Joseph

medulares plomo - Deficit de hexasami-

- Esclercsis - Déficit de hexosa- nidasa A del adulto

multiple minidasa A - Enfermedad por
- Adrencmiele- - Sindrome post- cuerpos de paliglu-

neuropatia radioterapia Ccosancs
- Latinsmo - Meuralgia armictra- - Sindrame post-elec-

fica trocucian

HTLVH: Wirus linfetrapicoe de células T humanas tipo L
CIDP: Pelineurapatia desmiglinizante inflarmateria crénica.
WIH: Wirus de la inmunadeficiencia humana.

Tabla 2. Diagndsticos
diferenciales de ELA

La aparicion de la enfermedad puede variar entre pacientes; la mayoria debuta con la forma
espinal (70%) que conlleva debilidad muscular en las extremidades de forma asimétrica sin
trastornos sensitivos asociados. La segunda en frecuencia, la forma bulbar (25%) se
caracteriza por disartria progresiva, seguida de disfagia y a menudo asociada a labilidad
emocional. Ademas, con menor frecuencia la ELA puede presentar un comienzo con fallo

respiratorio (5%). °

Durante el curso de la enfermedad hasta el 50% de los pacientes desarrollan disfuncién
cognitiva o conductual (la apatia es muy frecuente) y el 13% presenta demencia
frontotemporal (DFT) concominante.’®? Esta alta prevalencia de sintomas cognitivos y/o
conductuales se ha asociado a una expansion de repeticion de hexanucleétidos en el gen

C90rf72 ya que se trata de la principal causa genética de ELA y DFT.***



El curso de la ELA es generalmente rapido, causando debilidad y atrofia muscular
progresiva y debido a su fisiopatologia incierta, no hay tratamientos efectivos disponibles.
El cuidado multidisciplinar del paciente esta considerado el 'gold standard' durante el
desarrollo de la enfermedad. El cuidado multidisciplinar puede reducir las hospitalizaciones
agudas y prevenir el rechazo al cuidado.” Por otro lado, Riluzol y Edaravone son dos
tratamientos actuales aprobados para la ELA. Riluzol, inhibidor de glutamato, prolonga 2-3
meses la supervivencia en el mejor de los casos, con poco efecto en la calidad de vida
mientras que Edaravone mejora ligeramente la movilidad del paciente pero su efecto en la
supervivencia es desconocido. La mayoria de los pacientes, sobre todo en la forma espinal,
muere en 3-5 afos desde el inicio de los sintomas a causa de fallo respiratorio. La forma
bulbar conlleva un peor prondstico de 2-3 afios. >’En este sentido, la investigacion
traslacional y la profundizacion en el conocimiento clinico-molecular de la enfermedad por
tanto, es de especial relevancia en aras de mejorar la calidad de vida de estos pacientes y
también de las personas que los rodean. Por lo que descubrir la verdadera fisiopatologia de
la ELA es de extrema relevancia para asentar las bases de dicha investigacion.

1.3 PATOFISIOLOGIA Y ETIOLOGIA DE LA ELA

Respecto a la etiologia es aun desconocida. EI 90% de los casos son esporadicos y el 10%
genéticos provocados por diferentes mutaciones en genes conocidos. Sin embargo, se estima
que la combinacién de la genética con la exposicion a varios factores ambientales es
necesaria para desencadenar la enfermedad y se ha resaltado en varios estudios el rol del
medio ambiente en su patogénesis. Las mutaciones que causan la aparicion de “ELA
familiar” son raras (en contraste con otras enfermedades, como la esquizofrenia, que se
asocian a un gran nimero de variantes comunes) e interaccionan con factores ambientales.
Notablemente, un estudio poblacional reciente® estima mediante un modelo mateméatico que
la esclerosis lateral amiotréfica es resultado de un proceso de 5-6 pasos siendo éstos
resultado de la combinacion de factores genéticos y ambientales para desencadenar la
enfermedad. Este modelo establece que los 5 pasos posteriores (genéticos y / o ambientales)
determinarian la edad de inicio, la gravedad de los sintomas y la variabilidad de las
manifestaciones clinicas y el modelo resulta ser valido tanto para los casos esporadicos

como para los familiares.



Se conocen al menos 30 genes que confieren mayor riesgo de padecer ELA. La evidencia
sugiere un rol de herencia oligogenética (en la cual mas de un gen determinan un fenotipo) y
de pleiotropia genética (en la cual un sélo gen puede reproducir mualtiples fenotipos). En
poblacién europea, hasta el 20% de pacientes con ELA tienen historia familiar de ELA o
DFT y hay 4 genes involucrados en el 70% de los casos familiares: C9orf72, TARDBP (el
gen que se transcribe a la proteina TDP43), SOD1 and FUS.'” Sin embargo, incluso en el
caso de estos genes conocidos de herencia mendeliana, las formas familiares suelen tener
menos del 50% de penetrancia y pleiotropia genética, con evidencia de herencia

oligogenética y poligenética en individuos con enfermedad aparentemente esporadica.'®*°

Respecto a los factores ambientales, la exposicion a los metales pesados (mercurio, selenio y
plomo) tanto en cantidades insuficientes como en sus niveles toxicos podrian ser un factor
predisponente de ELA y también la exposicion a los pesticidas, que entre sus componentes
se encuentran los organofosforados que inhiben irreversiblemente la AChE induciendo la

excitotoxicidad y el dafio cerebral como posibles inductores de la enfermedad. 2°

Algunos estudios de casos y controles realizados en regiones de alta incidencia de ELA
(como Guam y la peninsula Kii de Japon) han sugerido el papel de las cianotoxinas
contenidas en las semillas de cycas (incluyendo B-metilamino-L-alanina),?* al igual que la
exposicion a agua que alberga proliferaciones de cianobacterias.?? Apoyando esta hipétesis,
se han encontrado moléculas de B-metilamino-L-alanina en el cerebro de personas con ELA

en su estudio postmortem, y no en los controles.?®

En cuanto al estilo de vida, la ELA se presenta con mayor frecuencia entre atletas en
comparacion con la poblacién general. Por consiguiente, la actividad fisica intensa y
vigorosa podria estar asociada a la enfermedad como factor de riesgo, ya que en los estudios
de cohortes los profesionales del deporte como triatletas, futbolistas, esquiadores de fondo
etc. se encuentran mas presentes en los grupos que desarrollan ELA *, mientras que el

ejercicio moderado podria ser protector %,

Otras posibles variables identificadas en estudios de casos y controles son el tabaco como
factor de riesgo y diabetes mellitus tipo 2, dislipemia y anticonceptivos orales como factores
de proteccion, lo que nos conduce a pensar que el balance energético negativo, es decir,
mayor gasto de energia que produccién podria ser una de las claves en cuanto a la etiologia
de la ELA.?®?" Respecto al tabaco y sus componentes, el cadmio, el mercurio, los residuos

de pesticidas y el formaldehido son los elementos mas toxicos. Actualmente, existen



evidencias que apoyan el papel del cadmio en la neurodegeneracién, por su comportamiento
como inhibidor de la actividad enzimética Cu/Zn SOD1.%

1.4 FACTORES DE RIESGO GENETICOS PARA PADECER ELA

Como se ha mencionado anteriormente, se han descrito unos 30 genes relacionados con la
ELA, de los cuales 4 son los méas relevantes en la ELA familiar, ordenados de mayor
frecuencia a menor: C9ORF72, SOD1, TARDBP y FUS. Las proteinas codificadas por estos
genes cumplen diferentes funciones como el procesamiento del ADN/ARN, el transporte
vesicular, la autofagia, la organizacion del citoesqueleto, la apoptosis, la integridad
mitocondrial o la regulacién del metabolismo energético (Tabla 3).

Locus del Gen (proteina) Herencia Mecanismos implicados en la
gen ELA
ALS1 SOD1 (Superoxido dismutasa 1) AD/AR Estrés oxidativo
ALS2 ALS2 (Alsin) AR Transporte vesicular
ALS3 Desconocido AD Desconocido
ALS4 SETX (Senataxina) AD Metabolismo del ARN
ALS5 Desconocido AR Reparacion del dafio del ADN,
crecimiento axonal
ALS6 FUS/TLS (Fusionado en AD/AR Metabolismo del ARN
sarcoma/Traducido en liposarcoma)
ALS7 Desconocido AD Desconocido
ALS8 VAPB (Proteina de membrana asociada | AD Estrés de reticulo
a vesicula, VAMP) endoplasmatico
ALS9 ANG (Angiogenina) AD Metabolismo del ARN
ALS10 TARDBP (Proteina fijadora de ADN TAR) | AD Metabolismo del ARN
ALS11 FIG4 (Inositol Polifosfato 5- fosfatasa) AD Transporte vesicular
ALS12 OPTN (Optineurina) AD/AR Autofagia
ALS13 ATXN2 (Ataxina 2) AD Metabolismo del ARN
ALS14 VCP (Proteina que contiene Valosina) AD Autofagia
ALS15 UBQLN2 (Ubiquilina 2) XD Autofagia
ALS16 SIGMART1 (Receptor intracelular no- AD Autofagia
opioide sigma 1)
ALS17 CHMP2B (Proteina CMH 2B) AD Transporte vesicular
ALS18 PFN1 (Profilina 1) AD Citoesqueleto
ALS19 ERBB4 (V-erb-b2 aviar eritroblastica AD Desarrollo neuronal
leucemia viral oncogen homologo 4)
ALS20 HNRNPAT1 (ribonucleoproteina nuclear AD Metabolismo del ARN
heterogénea A1)
ALS21 MATR3 (Matrin 3) AD Metabolismo del ARN
ALS22 TUBA4A (Tubulina alfa-4A) AD Citoesqueleto
ALS-FTD1 C9orf72 (Marco 72 de apertura de lectura | AD Metabolismo del ARN,
en el cromosoma 9) Autofagia
ALS-FTD2 CHCHD10 (proteina CHCHD10) AD Mantenimiento mitocondrial




ALS-FTD3 SQSTM1 (Sequestosoma 1) AD Autofagia

ALS-FTD4 TBK1 (Quinasa fijadora de TANK 1) - Desconocido

Tabla 3. Genes implicados en la ELA.
AD: Autosémico Dominante
AR: Autosoémico Recesivo

XD: Ligada al X Dominante

Dentro de todos los genes descritos los mas frecuentes son los siguientes:
. SOD1

El Superoxido dismutasa-1 fue el primer gen implicado en la ELA familiar. Codifica para
una proteina mitocondrial con el mismo nombre. La enzima SOD1 se une a las moléculas de
cobre y zinc para descomponer los ROS, participando de esta manera en los procesos de
estrés oxidativo. A nivel celular, su funcion es regular el consumo de la glucosa y el
metabolismo de lipidos y carbohidratos. Un estudio encontrd que la eliminacién de SOD1
conduce a una disminucién de la produccion de glucosa en el higado y al almacenamiento de
glucdgeno, y a un aumento de los perfiles de lipidos hepéticos en ratones adultos. La
ausencia de SOD1 se asoci0 a su vez a una tolerancia alterada de la glucosa y a un deterioro
de la funcién y peérdida de volumen de las células beta, asi como a niveles reducidos de
triglicéridos en plasma, niveles aumentados de glucagon y a la disminucion de la masa

grasa>>®.

Se han descubierto al menos 200 mutaciones en el gen SOD1 que pueden causar la ELA.
Aproximadamente la mitad de todos los estadounidenses con ELA causada por mutaciones
en el gen SOD1 tienen una mutacion particular: G93A. La ELA causada por la mutacion
A5V generalmente se asocia a una esperanza de vida mas corta en comparacion con la ELA
causada por otras mutaciones genéticas. No estd claro por qué las motoneuronas son
particularmente sensibles a las mutaciones del gen SOD1, aunque se han descrito varias
posibilidades: un aumento de radicales super6xido nocivos, una mayor produccion de otros
tipos de radicales toxicos, un aumento de la muerte celular o la acumulacién de agregados

de la proteina SOD1 mal plegada que puede ser toxica para las células. **



. TARDBP

Mutaciones en el gen TARDBP, que codifica para la proteina TDP-43, y los depoésitos de
esta proteina se han relacionado con las manifestaciones patoldgicas de ELA. TDP-43 es
una proteina con diversas funciones. Participa tanto en el procesamiento del ADN/ARN
como en la apoptosis celular, en la integridad mitocondrial y en el metabolismo de lipidos y
carbohidratos.®** Se han descrito al menos 60 mutaciones en este gen TARDBP que puedan
causar la ELA. Los cambios en la proteina TDP-43 hacen que la proteina se pliegue
erroneamente y forme agregados en las neuronas motoras. Se ha descrito en un reciente
estudio que el TDP-43 esta especialmente relacionado con la activacién del AMPK, por lo
cual estaria de la misma manera implicado en el consumo de la glucosa a nivel muscular
durante el ejercicio.?* Ademas, los analisis histolégicos han revelado la presencia de TDP43
insoluble tanto en tejido neuronal como en glia, sugiriendo que diferentes tipos de células
pueden también contribuir al proceso neurodegenerativo observado en la ELA. Basado en
este principio, se ha propuesto que las perturbaciones en las interacciones neurona-glia o
neurona-muasculo podrian conducir a la neurodegeneracion por diferentes mecanismos aun

desconocidos. *

Por otro lado, algunas personas con ELA causada por mutaciones en el gen TARDBP
también desarrollan demencia frontotemporal (FTD) pero no esta claro por qué algunas

personas con mutaciones en este gen desarrollan FTD y otras no.*

. FUS

Participa en muchos de los pasos para la produccién de proteinas a nivel del nucleo celular.
Se ha descubierto que al menos 85 mutaciones en el gen FUS causan Esclerosis Lateral
Amiotréfica. Estas mutaciones pueden interferir en el transporte de ARNm fuera del nucleo
de las células. Como resultado, la proteina FUS y el ARNm guedan atrapados dentro de las
células y es probable que formen agregados. Las personas con ELA causada por mutaciones
en el gen FUS tienden a desarrollar la enfermedad a una edad mas temprana y tienen una
esperanza de vida menor en comparacion con las personas que tienen ELA esporadica o

ELA causada por mutaciones en otros genes.



CI90RF72

El gen C9ORF72 codifica para la proteina COORF72, cuya localizacion se cree que es la
region presinaptica de la neurona. El gen contiene un segmento de ADN formado por una
serie de seis nucledtidos, GGGGCC, y se ha visto que la expansion de la repeticion de este
hexanucleétido superior a 30 podria ser causa de la ELA.*" Las interrupciones en la funcién
de la proteina C9ORF72 pueden conducir a la muerte prematura de la neurona motora, lo
que daria como resultado los signos y sintomas de la ELA. Sin embargo, se ha visto que a
pesar de que se trate de la mutacion familiar mas frecuente, individuos con esa expresion
expansiva no presentan fenotipo ELA ni DFT, con lo que no esta del todo claro si es una
causa directa o uno de los varios factores genéticos que estan actuando cominmente en el

desarrollo de esta patologia. *®

Ademas de estos, en la ELA se describen otros genes menores o de susceptibilidad cuya
alteracion podria estar involucrada en la causa de la enfermedad. El gen OPTN, por ejemplo,
que participa en la autofagia y en el transporte vesicular; EWSR y TAF-15 relacionados con
el metabolismo del ARN; el PFN1 implicada en la organizacion del citoesqueleto o mas
raramente conocidos como el ALS2, SIGMAR1, SETX, etc., pueden tener cierta relacion
con la ELA.

Hasta la fecha, estas alteraciones genéticas se consideran una de las causas directas de la
patogenia primaria que es la neurodegeneracion y muerte de la motoneurona, que en
resumen seria mayoritariamente por los depositos de TDP-43 tanto en formas esporadicas

como familiares con alguna excepcion (depdsitos de FUS).

1.5 FACTORES DE RIESGO AMBIENTALES DE LA ELA: LA ELA COMO
ENFERMEDAD METABOLICA

Existen crecientes evidencias a favor de la existencia de una alteracion metabolica periférica
en muchos casos de ELA (fundamentalmente esporadicos), que se localizaria a nivel de la
fibra muscular o la union neuromuscular. Que esta alteracion metabdlica preceda al dafio
neuronal es algo que queda por demostrar. Algunas de las evidencias que reflejan un

deterioro en la homeostasis energética son las siguientes:

-Pérdida de masa muscular y grasa subcutanea. *°
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-Higado graso en 76% de pacientes con ELA en una cohorte japonesa.*

-Elevado consumo de O2 e hipercatabolismo. *'#?

-Deficiencias en la utilizacion de glucosa y beta oxidacién de 4cidos grasos .***

-Modelos animales con déficit de energia, descenso de las reservas energéticas, aumento de

consumo de lipidos por el mésculo esquelético.*®

Este estado hipercatab6lico podria jugar un papel central en la enfermedad. Asi, un consumo
excesivo de energia o de un déficit intrinseco en la produccion de la misma, podria generar
mecanismos alternativos de combustion con produccion de metabolitos intermedios que en
un determinado contexto de detoxificacion insuficiente conducirian a dafio neuronal y

posteriormente a la neurodegeneracion.

1.6 DROSOPHILA MELANOGASTER COMO MODELO IN-VIVO PARA EL
ESTUDIO DE LA ELA.

El uso de D. melanogaster en la investigacion cientifica abarca méas de 100 afios y es muy
variado.*®*" El concepto de que los rasgos hereditarios son transportados en los cromosomas
fue desarrollado por primera vez en la mosca y fue el primer organismo complejo en tener
secuenciado todo su genoma (poco mas de 14.000 genes repartidos en 3 cromosomas
principalmente aunque posea 4). Tras la secuencia del genoma humano, las homologias
observadas entre ambos genomas fortalecidé su rol como modelo para entender la

fisiopatologia humana®.

Las enfermedades neurodegenerativas se producen por una pérdida progresiva de neuronas
en regiones especificas. Estan asociadas a la edad y presentan ciertas similitudes clinicas y
patologicas. Un gran nimero de enfermedades neurodegenerativas estan asociadas a la
formacién de agregados intracelulares de proteinas que resultan ser toxicas para la célula
(como en la enfermedad de Alzheimer los agregados de proteina beta-amiloide y tau, las
inclusiones de tdp43 en ELA y DFT o alpha-sinucleina en Parkinson)*. La identificacion de
mutaciones asociadas a estas enfermedades ha permitido la creacion de herramientas en
forma de modelos in-vitro e in-vivo para determinar la funcion y/o los efectos moleculares
que producen y han ayudado en el avance del conocimiento de estas enfermedades. Se ha

descrito por ejemplo, que algunas proteinas presentan tendencia a plegarse
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inadecuadamente, formar agregados y provocar neurotoxicidad. Tras la identificacion de

mutaciones en genes causantes de la enfermedad, es necesario abordar su integracion en la

fisiopatologia del paciente que generalmente es compleja y lleva a los sintomas clinicos y

progresion. Ademas, existen limitaciones éticas y técnicas para llevar a cabo andlisis en

pacientes y la mayoria de las investigaciones usan tejidos postmortem, los cuales no reflejan

los eventos patolégicos precoces del estado presintomatico. Por tanto, los modelos animales,

y en especial D. melanogaster, son alternativas excelentes para estudiar los mecanismos

moleculares de estas enfermedades desde el inicio temprano hasta las etapas terminales, asi

como posibles tratamientos.*®

Algunas de las ventajas de este modelo son las siguientes:

Se ha estimado que alrededor del 75% de los genes relacionados con
enfermedades en humanos tienen su homologo funcional en la mosca. La
identidad de nucledtidos o secuencias proteicas entre homologos Drosophila-
Humano suele ser aproximadamente del 40%; pero cabe destacar que este
aparentemente no tan elevado porcentaje de similitud se traduce en homologias del
80-90% en dominios funcionales de las proteinas. *¢*’

El genoma de la mosca es de poca redundancia y practicamente todos sus genes
pueden ser objeto de manipulacion. S6lo uno o unos pocos genes codifican para
los miembros de una clase de proteinas, a diferencia de organismos mayores que
tienden a tener mas genes codificando para proteinas altamente relacionadas, lo cual
muestra a menudo redundancia funcional y complica los analisis de peérdida de
funcién. %’

La mosca tiene un ciclo de vida corto. Un apareamiento exitoso puede producir
cientos de crias en 10-12 dias a 25°C. “4

Ademas puede modelar diferentes etapas del desarrollo: embrién, larva, pupa y
adulta. La mosca adulta es un organismo complejo y sofisticado: tiene estructuras
que desemperian funciones equivalentes a las del corazon, pulmdén, rifidn, intestino y
aparato reproductor de los mamiferos. Su cerebro tiene unas 300.000 neuronas
creando circuitos neuronales complejos para regular el ritmo circadiano, suefio,
aprendizaje y memoria, alimentacién, cortejo, agresividad y conduccion del vuelo.
Se ha comprobado que responde a ciertos farmacos que acttan en el SNC de una

manera similar a los mamiferos. *°
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e Es facil y coste-efectivo generar un animal transgénico. Esencialmente, el
cDNA/RNAI u otro elemento genético de interés es clonado en una region de
plasmido de ADN entre dos elementos repetidos inversamente (los elementos P son
los més comunes) y junto con un helper que expresa una transposasa, el plasmido es
inyectado en las células germinales posteriores de los embriones de mosca. Esto
conlleva tan sélo un par de horas y de 100 embriones, del 10 al 15% resultaran en
una linea germinal con integracién exitosa y se visualizard por un marcador
fenotipico en la generacion F2. Una vez construido el plasmido transgenico, la
inyeccion y seleccion de las lineas de interés tarda 6 semanas aproximadamente.
Pero hay varias casas comerciales que realizan por menos de $300 todo el

procedimiento.*®*

Sin embargo, hay que ser conscientes de las limitaciones de este modelo. Primero, tiene un
sistema inmune mucho mas simple que los mamiferos, que consta de respuesta innata pero
carece de respuesta inmune adaptativa, por lo que puede no ser un modelo apropiado para el
estudio de patologias autoinmunes. Segundo, hay diferencias anatomicas significantes entre
el cerebro de la mosca y el humano. Por ejemplo, su cerebro no tiene substancia negra. Para
concluir y como idea general, en un proceso celular concreto como las vias de sefializacion o
la disfuncion de un gen o proteina que causa una enfermedad, el modelo de mosca puede
tener alto grado de conservacion y validez. Pero para que D. melanogaster sea un modelo
informativo en ciencia, es imprescindible tener una hipotesis bien definida que facilite la

traslacion de los resultados a humanos.*®

La ELA no tiene tratamientos efectivos que mejoren la calidad de vida de los pacientes. Para
encontrar nuevas dianas terapéuticas es crucial avanzar en el conocimiento molecular y
etiologia de la enfermedad. Este ambicioso proyecto intentara esclarecer el origen primario
de la enfermedad para delimitar la causa de la enfermedad y sugerir posibles nuevas
terapias. Para ello, se deben abordar muchos hitos importantes intermedios; son algunos de

estos hitos los que se abordan en el siguiente trabajo fin de grado.

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Los genes TARDBP y FUS podrian participar en la regulacién de la fisiologia de la

motoneurona y la unién neuromuscular. Nuestro objetivo es conseguir un modelo de
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Drosophila melanogaster con silenciamiento tejido especifico de genes ort6logos de
TARDBP y FUS. Este es un modelo in-vivo novedoso que podria reflejar los principales
eventos patologicos de la enfermedad en humanos. Por lo que podré ser utilizado como
modelo in-vivo de ELA con la finalidad de medir el efecto de estos silenciamiento en los
diferentes tipos celulares (mdsculo, glia, motoneurona) integrantes de la unién
neuromuscular. EIl objetivo final sera identificar en cual o cuales podria encontrarse el
desencadenante primario de la degeneracién de la motoneurona y el efecto que podria

provocar en los demas.
La hipdtesis expuesta dara lugar a los siguientes objetivos concretos:

1-Por un lado, vamos a realizar varios cruces de mosca hasta conseguir el silenciamiento de
TBPH y CAZ (es decir, los genes con funcion homologa en mosca de TARDBP y FUS

respectivamente) en glia y en musculo.

2-Por otro lado, queremos detectar diferencias en el fenotipo locomotor de las moscas con

silenciamiento de los genes causante de ELA en musculo.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1 MANTENIMIENTO DEL MODELO DROSOPHILA MELANOGASTER

Los stocks de mosca se han guardado en tubos de plastico que contienen comida en la base
(cuyos ingredientes son agar 6 g/l, levadura 62.5 g/l, azicar 41.6 g/l, harina de maiz 29 g/l
acido propionico 4.1 mi/l) y un tapon de algoddn y se han transferido a tubos nuevos para su
mantenimiento. Estos tubos se han almacenado en bandejas de plastico que se han guardado
en una camara a 23°C, humedad de 70%rh y 50% de luz (Figura 1). El control de la
temperatura ha sido estricto ya que la temperatura influye en el tiempo de desarrollo de las
moscas.*’ Los tubos con alimento para mosca se han conservado previamente en una camara
a4°C.

Para la manipulacion y seleccion de machos y virgenes de los fenotipos deseados, hemos
utilizado bombonas de CO2 comprimido a alta presion y una bandeja de extension sobre la
que se han inmovilizado las moscas (es una bandeja que dispensa CO2 a través de unos
poros y las duerme), se han visualizado por el microscopio y luego se han transferido a
nuevos tubos con la ayuda de un pincel o desechado a un bote de lejia (Figura 1).
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Figura 1. Materiales.

A: Bandejas en la cdmara a 23°C
B: Tubo con comida en la base

C-E: Manipulacion de las moscas

Los genotipos necesitados para los cruces se han conseguido de The Bloomington
Drosophila Stock Center de la Universidad de Indiana que es un centro publico de stock de
D. melanogaster para investigacion. Todos los constructos utilizados fueron clonados con
EcoRI-Xbal en el plasmido pUASTattB (5XUAS, GenBank: EF362409). Es decir, se ha
usado el sistema repo-GAL4 para la expresion de RNA interferente (RNAI) contra TBPH en
tejidos especificos. Las moscas transgénicas fueron generadas por inyeccion embrionaria
standard (Best Gene Inc.) a través del sistema transgénico integrasa PhiC31mediado.
Concretamente se ha realizado el siguiente pedido al centro:

= 9356: Genotipo de los cuatro marcadores (W1118)2; Wgsp/cyo; KiiTM6BTb1

= 7415: Genotipo de REPO (W1118)2; (+)2; REPO/TM3sb

= 24650: Genotipo DICER2 (W1118)2; (DCR2)2; (+)2

= 38379: Genotipo TBPH9 (+)2; (TBPH9 iRNA)2; (+)2

= 104401: Genotipo TBPH401 (+)2; (TBPH401 iRNA)2; (+)2

= 100291: Genotipo CAZ (+)2; (Caz IRNA)2; (+)2

= 39014: Genotipo TBPHBIloomington (+)2; (TBPHB iRNA)/Cyo; (+)2

= 25756: Genotipo control (DCR2)2; (+)2; (MEF2)2
Los diferentes genotipos de TBPH (9, 401 y Bloomington) son modelos de mosca que
expresan RNA interferentes de diferentes locus del gen TBPH, de manera que cada subtipo
produce el silenciamiento en un locus diferente del gen. Por eso los efectos pueden diferir y
el silenciamiento puede resultar mas efectivo en algunos subtipos que en otros. Otros
subtipos son modelos en los que el mecanismo utilizado para silenciar varia. Por ejemplo,
los locus en los que interfieren TBPH9 y TBPH Bloomington son diferentes pero TBPH9 y
TBPHA401 silencian el mismo locus, solo que lo hacen con mecanismos distintos y

TBPHA401 ha demostrado un silenciamiento mayor.
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3.2 LA TECNICA DE SILENCIAMIENTO EN MOSCA

El sistema GAL4/UAS es primordial para los modelos transgénicos de mosca, desarrollado
por Brand y Perrimon en 1993. Por un lado, el promotor para la expresion de un gen
particular del factor de transcripcion GAL4 en tejidos definidos. Por otro lado, elementos de
respuesta al GAL4, es decir, UAS vy el elemento transgénico deseado. Cuando las dos
cadenas se unen, el transgén se expresa en los tejidos especificos definidos por el elemento
promotor GAL4.“°

El silenciamiento de un gen se puede llevar a cabo en la transcripcidon (por ejemplo, una
molécula RNA homéloga al promotor del gen que silencia mediante metilacion o
silenciamiento dependiente de Polycomb en el cual secuencias no homdlogas se silencian
mutuamente por medio de puentes enddgenos) o post-transcripcion (por ejemplo,
acumulando RNA pequefio interferente, RNAsi 0 con el agente activo en la técnica de RNA
interferente, es decir, RNA de doble cadena, dsRNA). *®

Nuestras moscas transgénicas se han conseguido mediante la técnica de RNA interferente,
RNAI. En esta técnica, un elemento transgénico que es un RNAdSs especifico esta dirigido a
la degradacion del RNAm del gen que se quiere suprimir. Por otro lado, el sistema
GAL4/UAS hara que el RNAI se transcriba en las células de tejidos definidos. Este RNAI,
mas concretamente un RNAdSs, se unird al RNAm (por poseer nucleotidos complementarios)
del gen mencionado provocando su degradacion (el complejo RNAi y RNAm se degrada) y

por consiguiente, suprimiendo su expresion celular en los tejidos definidos.*®

Se han desarrollado muchas modificaciones y mejoras en este sistema en cuanto a
especificidad tisular y especificidad de expresién temporal y en el Vienna Drosophila
Research Center han creado una coleccion de cadenas de UAS-RNAI dirigidas al 90% de
todo el genoma de la mosca, disponibles para la comunidad cientifica para crear modelos de
enfermedades humanas por medio de mutaciones o inactivacion de los genes con funcién
homadloga en mosca (como es nuestro caso) o los mismos genes y proteinas que producen

enfermedades humanas.

La encima Dicer es una ribonucleasa 111 que tiene un dominio de RNA helicasa DEXH-box

N-terminal, un dominio de funcién desconocida (DUF283), un dominio PAZ, dos dominios
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de ribonucleasas (Rllla y RII1b) y un dominio de unién al RNAdSs. Por lo cual, actua sobre el
RNAUds y lo degrada en pequefios RNAs de 21-23nt (de doble cadena) y estos los entrega al
complejo RISC. La disminucion de Dicer inhibe la produccion de RNAsi y por consiguiente,
todo el mecanismo de RNAI. Los homblogos de Dicer se encuentran en todos los sistemas
bioldgicos donde funciona el RNAI (levaduras, ratones, humanos...). Drosophila tiene dos
isoformas dicer: dcr-1 y dcr-2. El dcr-1 juega un papel importante en la biogénesis de
RNAmi y el dcr-2 esta involucrado en la produccion de RNAsi, aunque pueden solaparse
sus funciones. De este RNAsi, una de sus cadenas se incorpora en el complejo RISC activo

para partir el RNAm diana, mientras que la otra cadena es degradada. *® (Figura 2)

OsRNA

RLC/Complex A
HOLO RISC' COMPLEX 202 BOUND PASSENGER §TRAND

|  SIRNAbound actve RISC

\J

TARGET m-RNA DEGRADATION

Figura 2. Complejo RISC e integrantes.

La degradacion de ARNds en la célula por DCR2 resulta en ARNsi-s de 21-23nt. Sélo una cadena del
duplex ARNSi entrara a la via del ARNi y la otra cadena, "la pasajera”, sera degradada. DCR2 y R2D2
forman el heterodimero que reconoce la asimetria termodindmica en el diplex ARNsi. La cadena que
es termodindmicamente inestable forma "la cadena guia" y es parte del complejo RISC. El duplex
ARNsi ligado a DCR2/R2D2 constituye el complejo R1 que forma el complejo transitorio R2 y
entonces, este es activado por ATP para formar el RLC (RISC Loading Complex o Complejo A). Se
ha visto que AGO2 se intercambia con R2D2 y la cadena pasajera ligada al R2D2 es destruida. El
complejo RISC activo contiene una unica cadena de ARNSsi unida a AGO2, VIG, TSN y dFXR1.
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Dentro de la familia de proteinas de argonauta se encuentra la argonauta-2 (AGO-2) que en
Drosophila juega una funcion principal en el mecanismo del RNAI porque gracias a sus
diferentes dominios ocasiona la interaccion proteina-proteina entre el RNAsi, el complejo
RISC y Dicer-2. *®

RISC es un complejo multiproteico del rango de 200-500kDa que produce la degradacién
del RNAm diana. Sus diferentes componentes ayudan al montaje del complejo activo y a
cargar el RNAsi guia de una sola cadena (competente para la degradacion deseada). Una vez
cargado y activo, este complejo necesita Mg2+ para su actividad catalitica.*®

La evidencia bioquimica indica que RISC es una endonucleasa cuyos productos tienen un
grupo 5’-fosfomonoester y otro 3’-hidroxilo. RISC corta el RNA diana en el grupo fosfato,
el cual ha resultado ser base par del undécimo o duodécimo nucleotido empezando por el
cabo 5’ del RNAsi guia (antisense). La sustitucion de un grupo 2’-hidroxilo por uno dedxido
en la misma posicion no afecta la catalisis de RISC. Por otro lado, la sustitucion en el cabo
2’ de la ribosa por un grupo metilo o fosforotiato si que afecta a la catalisis, lo cual subraya

la importancia de las uniones ésteres como impedimento para la funcion de este complejo.*®

Como ya se ha mencionado, Dicer-2 produce RNAsi de 21-23nt y doble cadena. Solo una de
las cadenas esta asociada con el complejo RISC activo. El heterodimero Dcr2/R2D2 detecta
la asimetria en el diplex RNAsi. EI R2D2 es capaz de unirse al RNAsi producido por Dcr-2
gracias a sus dos dominios destinados a ello y asi el heterodimero Dcr2/R2D2 estabiliza
cada componente incluyendo el RNAsi que emerge y se entrega al complejo RISC. La
cadena de RNAsi referida como “la cadena guia” que es de termodinamica inestable se suma
a dicho complejo y la otra, “la cadena pasajera”, estable termodinamicamente, se degrada.
Por ultimo, mencionar que para la formacién de RLC (RISC Loading Complex) o complejo
A se consume ATP y el complejo RISC activo, también llamado holoRISC, contiene la
cadena guia del RNAsi que interacciona con el dominio PAZ de AGO-2. En este punto, ya
es competente para la degradacion del RNAm especifico en el citoplasma (en unos cuerpos

citoplasméticos).*

Para concluir y en términos generales, la maquinaria de RNAI sirve para eliminar el RNA
aberrante en la célula. Este podria originarse de fuentes exteriores como virus, de secuencias

repetidas en el genoma o de RNAm aberrante. EI microRNA sirve para modular la
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traduccion de RNAm especifico durante el desarrollo. Y entre otras funciones de los RNAs
pequefios se incluyen su implicacion en las modificaciones de cromatina para el
silenciamiento o expresion de secuencias especificas, en varias regiones del cromosoma
(centrémero, heterocromatina y telémeros) y también su implicacién en algunos casos de
silenciamiento Polycomb. Por lo que establecen la estructura del cromosoma y su funcion,

més all4 de la defensa gendmica contra virus y elementos transponibles.*®

3.3 OBTENCION DEL MODELO CON SILENCIAMIENTO DE TBPH Y CAZ EN
GLIA Y EN MUSCULO

3.3.1 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster

Las hembras fecundadas almacenan esperma en su receptaculum seminis para la
fertilizacion de cientos de huevos que pondran durante varios dias. A 25°C el desarrollo
embrionario dura 21 horas aproximadamente. Las larvas recién nacidas (1%) necesitan 2 dias
para mudar a las etapas 22 y 3% La larva de 32 etapa continda alimentandose durante un dia
mas (etapa de busqueda de alimento) antes de abandonar su fuente de alimentacion y migrar
(etapa deambulante) y finalmente convertirse en prepupa y después pupa. Durante el periodo
de pupa, se generan todos los organos (histolisis) y se reestructura a su forma adulta
(metamorfosis). 10 dias después de la puesta de huevos, las moscas adultas emergen de la
carcasa de la pupa (Figura 3). Entonces, los machos requeriran hasta 8 horas para madurar
sexualmente, lo cual es de gran utilidad para recolectar hembras virgenes. También

mencionar que los tiempos descritos se duplican cuando las moscas crecen a 18°C. *

female male
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ogg/embryo

2nd Instar larva
° K Figura 3. Ciclo de vida

3rd Instar larva de Drosophila.
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3.3.2 Esquemas de apareamiento

Para la técnica y la experimentacion es necesario realizar cruces genéticos clésicos. En estos
cruces, hemos usado las moscas del pedido ya mencionado y calculado qué genes
aparecerian en las generaciones sucesivas seglin esquemas de apareamiento. Los marcadores
fenotipicos son indispensables para manipular y visualizar las diferentes opciones genéticas
con la finalidad de conseguir el modelo de mosca al que aspiramos.

Primero es necesario separar y recolectar hembras virgenes y machos (Figura 4). Para su
distincion se precisa conocer que los machos son de menor tamafio y poseen una pequefia
cresta en sus primeras patas delanteras y en el dorso las hembras son claras a rayas y los
machos poseen la parte caudal mas oscura. Pero es sobretodo distintivo que colocadas

ventralmente los machos muestran un aro negro alrededor del ano. */

Padl
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m "’; \

Figura 4. Rasgos distintivos
de hembras y machos.

Segundo, las hembras deben ser virgenes y seleccionarlas antes de que copulen y sean
fecundadas. Para ello se deja el cruce 1 semana para que las moscas adultas se apareen y las
hembras pongan huevos. Una vez que comienzan a aparecer larvas, se eliminan todas las
moscas adultas de esos tubos (se traspasan a tubos nuevos para que sigan cruzandose y el
proceso se repite) y se espera al nacimiento de las larvas para la seleccion de hembras
virgenes y machos. Las hembras virgenes se reconocen por la expulsion de meconio y
aspecto de recién nacidas (alas replegadas) y una mancha verdosa oscura a un lado del

abdomen, la cual es visible durante unas pocas horas tras el nacimiento (el periodo de 5-8
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horas que los machos son inmaduros sexualmente) y es un indicador seguro de la virginidad
femenina (Figura 5). *'

Figura 5. Rasgos distintivos de
macho, hembra y hembra virgen.

Tercero las moscas son seleccionadas por los marcadores fenotipicos, segun el esquema de
cruces. Al disefiar el esquema de cruces, se ha tenido en cuenta que la combinacion de
marcadores permitieran reconocer el genotipo correcto y Unico inequivocamente en ambos
sexos y en cada paso del esquema. Hay muchas caracteristicas fenotipicas que se usan como
marcadores en los cruces: la largura y posicion del pelo, el tamafio y la forma de los ojos y
alas y el patron de las venas alares.*’” En la Figura 6 se resumen los diferentes marcadores y

en que cromosoma se encuentra cada uno.
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colour

%3 :

S L) ebony ~ o yetow ¥) Ange * (Anty
e ™ A T Gar * (W) Ovop ™ (D) reguier Facets ™ (1
g ﬁ m \‘ X ; \ | S :
Canty ™ 10y Sevete ' (Sen vastoel ~ vl wikftype Ovohaate (D)
Maneew * i Mo Sautdve ' (e snged )

21

Figura 6. Ejemplos de mutaciones marcadoras tipicas. Color del cuerpo, marcadores oculares, marcadores alares,
marcadores del pelo y otros. En orden alfabético:

Antennapedia (dominante, 3° cromosoma, transformacion antena-pierna)

Bar (dominante, 1°, ojos con forma de rifién en heterocigosis, ojos hendidos en homo/hemicigosis)
Curly (dominante, 2°, alas curvas hacia arriba)

Drop (dominante, 3°, pequefios ojos con forma de gota)

Ebony (recesivo, 3°, color oscuro corporal)

Humeral (dominante, 3°, mayor nimero de pelo humeral)

Irregular Facets (dominante, 2°, ojos hendidos)

Mini-white (dominante en mutante blanco, recesivo en wildtype, cualquier cromosoma, alelo hipomérfico cominmente
usado como marcador de elementos transponibles)

Pin (dominante, 2°, pelo corto punteado)

Serrate (dominante, 3°, puntas de las alas serradas)
Singed (recesivo, 1°, pelo rizado)

Stubble (dominante, 3°, pelo corto romo)

Vestigial (recesivo, 2°, alas reducidas)

White (recesivo, 1°, ojos blancos)

Yellow (recesivo, 1°, cuerpo amarillento)
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En general, se han utilizado mas hembras que machos en cada cruce, con dos tercios siendo
hembras como aproximacién razonable. Previendo que el nimero de moscas disponibles
para los cruces se podria reducir gradualmente en cada generacion, hemos comenzado con
un gran volumen de moscas en los primeros cruces (12-14 hembras virgenes y 5-6 machos
por tubo y 4-5 tubos por cruce). Los cruces se han ido cambiando cada semana seguin
apareciesen larvas, hasta un maximo de 4-5 cruces por tubo. De los tubos con larvas, en las
ocasiones que ha sido necesario, se han seleccionado las larvas que expresaban Tb (de forma
mas redondeada que las normales) y se han traspasado a otros tubos. Se ha anotado el dia de
nacimiento de las primeras moscas y se han recogido hembras virgenes y machos por
separado durante 9 dias desde el nacimiento, segun el fenotipo necesario para el cruce

siguiente.

Drosophila melanogaster es un organismo diploide, es decir, sus cromosomas tienen dos
alelos (homologos) y son pares. Esto quiere decir que cada gen existe en dos copias, excepto
los genes del cromosoma X en los machos. Tiene 4 cromosomas: 1 par de heterosomas (X,
Y) y 3 pares de autosomas (Figura 7). Para el nombramiento por convencion los alelos
homoblogos se separan por una linea horizontal (/) y los cromosomas con punto y coma (;).
Una copia de cada gen se hereda del padre y la otra de la madre por lo que solo una copia se

pasa de cada progenitor a cada retofio. */

Segun la segunda ley de Mendel, los cromosomas se agrupan independientemente unos de
los otros durante la meiosis. Como estrategia para el esquema de apareamiento se ha
considerado el criterio de seleccion de cada cromosoma independientemente y no se ha
tenido en cuenta al cuarto cromosoma ya que alberga muy pocos genes y su genética difiere

algo de la de los demas, por lo que su rol es desdefiable. *’

T e
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Figura 7. Cromosomas de
Drosophila
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Los genes localizados en el mismo cromosoma se consideran un grupo de union que tiende a
segregarse conjuntamente durante la meiosis. Sin embargo, cuando los cromosomas
homdlogos se emparejan fisicamente en la profase, se pueden dar procesos de
recombinacion intra-cromosomica (también llamado crossing-over) que pueden llevar al
intercambio de material genético entre cromosomas homdélogos. Como regla de oro, la
frecuencia de recombinacion aumenta con la distancia entre locis genéticos pero no
uniformemente sobre los brazos del cromosoma (map expansion/compression). Por suerte se
puede calcular la frecuencia de recombinacion para dos genes cuyos locis son conocidos.
Para los esquemas de cruces la recombinacion puede ser una amenaza 0 un resultado
intencionado para recombinar mutaciones en el mismo cromosoma. Si se quiere prevenir, se

pueden usar cromosomas balancer.*’

Los cromosomas balancer son esenciales para el mantenimiento de stocks de moscas
mutadas y para el disefio de los esquemas de cruces. Estos cromosomas tienen multiples
inversiones a través de las cuales las posiciones relativas de los genes han sido
significantemente ordenadas. Los balancers se separan con normalidad durante la meiosis
pero suprimen la recombinacion con un cromosoma de secuencia normal. Los productos de
cualquier recombinacion que pueda ocurrir son letales por la duplicacion y pérdida de
fragmentos cromosdmicos (aneuploidia de fragmentos cromosomicos). Ademas, la mayoria
de los balancers son letales en homocigosis. Otra de las caracteristicas claves de los
cromosomas balancer es la presencia de mutaciones marcadoras dominantes y recesivas. Las
dominantes permiten hacer el seguimiento durante los cruces.*’ Nosotros hemos usado los
balancers CYO, TM6B y TM3 y a continuacion se muestran estos y muchos mas ejemplos

(Figura 8) y la forma en la que se trasmiten los genes a generaciones futuras (Figura 9).

o FMT7a (1st multiply-inverted 7a) - cromosoma X - marcadores tipicos: y, wé, sn, B!
FM7c (1st multiply-marked 7c) - cromosoma X - marcadores tipicos: v, sc, w, oc, ptg, B!

o Cyo (Curly derivative of Oster) - segundo cromosoma - marcadores tipicos: Cy (Curvo), dp (dumpy;
bumpy notum), pr (ojos violetas), cn (ojos cinnabar)
SM6a (2nd multiply-inverted 6a) - segundo cromosoma - marcadores tipicos: al, Cy, dp, ¢n, sp

o TM3 (3rd multiply-inverted 3) - tercer cromosoma - marcadores tipicos: Sb, Ubxbx34 (bitorax), e, Ser
TM6B (3rd multiply-inverted 6B) - tercer cromosoma - marcadores tipicos: AntpHy, e, Tb (larva de 3°
etapa tubular)

Figura 8. Ejemplos de
cromosomas balancer.

Localizacion y marcadores tipicos.




3L CM 3R

~|~ B -

G2E1-83A 93A-54D 100C-100F2 100F3-3Rt
T9E-85E 855201 S4F-100C

AT-ESE BSE-TSE

§2D1-85E B65E-71C | 76C-71C 94F-100C TeE-TEC

24

100C-100F2 G40-63A SIAG2€1 100F3-2Rt
*
B ‘Pj egg sperm
no
LanA e ‘ C— G———=" LanA e
—
- vy (— :
yes
F1 no balancer balancer
LanA, e
LanA.e
LanA e ] ——— ]
r (— ]
+ 4 — ] = P
LanA.e [ = — -] ———
+,+ —
g (—
LanA +
LanA e
LanA,+ [ — 2
-+ —
+.6 [ ———
LanA.e =
+.6 —_— :
+ 4 —————————
Figura 9.

A Comparacion de cromosoma 3 Wild Type con cromosoma bhalancer TM3.

B LamininA (LanA) es una mutacioén letal en homocigosis y el marcador ebony (e)
es recesivo. Ambos estan en el cromosoma 3 y se conservan mediante un
balancer (en rojo). En F1 se comparan los resultados viables del cruce usando o no el
balancer. Se observa que sin balancer solo las combinaciones de LanA en homocigosis
son letales y las 6 restantes viables, de las cuales solo 2 son idénticas a las parentales.
Con balancer se eliminan las combinaciones de balancer en homocigosis y las que
tuvieron recombinacion y siendo solamente viables las idénticas al genotipo parental,
ideal para el mantenimiento de los stocks.

3.4 MODELO CON SILENCIAMIENTO DE TBPH Y CAZ EN MUSCULO

ESQUELETICO

Para medir los efectos de las moscas con silenciamiento del gen ortélogo en mosca del gen

TARDBP humano en tejido especifico se ha realizado una parte experimental con la mosca

TBPH minus en musculo que ha consistido en un ensayo de escalada (Climbing assay) y

otro ensayo de esperanza de vida (longevity assay). Para ello, se han seleccionado las
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moscas recién nacidas del cruce de masculo que no expresaran el fenotipo CYO y sus
correspondientes controles. Las moscas seleccionadas se han transferido a un tubo aparte
durante 24 horas para que machos y hembras copularan (este paso es necesario para asegurar
su ciclo de vida y aumentar la supervivencia de los machos equivaliéndola a una situacion
no experimental). Tras ello, se ha procedido a separar hembras y machos y crear grupos de 5
moscas, almacenandolas en tubos identificados con CAZ o subtipo de TBPH que tienen
silenciado, sexo y dia de nacimiento. A los pocos dias ha sido necesario cambiar las hembras
a tubos nuevos por la formacion de larvas en casi todos los tubos de hembras.

3.4.1 Ensayo de escalada

El Climbing assay se ha llevado a cabo transfiriendo cada grupo de 5 moscas (que tienen
sexo y dia de nacimiento concretos y CAZ silenciado, un subtipo de TBPH silenciado o el
reportero del musculo) a un cilindro de 50ml sin anestesia. Después de esperar 30 segundos
de adaptacion, se ha medido la habilidad de escalada mediante el contaje de moscas que
habia sobrepasado en 10 segundos la linea verde dibujada a 8 cm en el cilindro. Unicamente
se ha considerado la prueba valida si, tras unos golpecitos, al inicio del registro las 5 moscas
se encontraban en la base del cilindro o por debajo de la linea negra que estd a 4 cm de la
base. Se ha registrado mediante grabacion y se ha realizado el experimento dos veces con
cada muestra de 5 moscas, de modo que se ha obtenido el resultado calculando el porcentaje
de moscas que habia sobrepasado la linea de los 8 cm en 10 segundos, consiguiendo dos
porcentajes por tubo y calculando su media. El primer Climbing se ha realizado a los 10 dias
del nacimiento de las moscas en todos los casos y este experimento se ha repetido a los 15,

20 etc. dias del nacimiento hasta encontrar diferencias con el grupo control.

3.4.2 Ensayo de esperanza de vida

El longevity assay se ha efectuado mediante la revision diaria de los tubos y la
cuantificacion de moscas fallecidas cada dia. Si ocurria el fallecimiento de alguna, el resto
de las moscas de ese mismo tubo se transferia a un tubo nuevo y se han hecho traspasos
generales a tubos nuevos cada semana o previamente por formacion de larvas. Cabe destacar
que unas pocas moscas se perdieron durante el traspaso al cilindro o viceversa para el
Climbing y no por fallecimiento, las cuales no se han incluido en los resultados, pudiendo
encontrar tubos de 4 o 3 moscas en ellos. Se ha medido la supervivencia y comparado con el
grupo control de 77 moscas CAZ minus en musculo, 56 moscas TBPH9 minus, 73 moscas

TBPHBIloomington minus, respecto a 90 moscas control con el reportero del masculo.
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3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Para analizar los resultados obtenidos en el ensayo de escalada, se han realizado
comparaciones de T-student para muestras independientes (y en un caso para muestras

pareadas). Se han considerado estadisticamente significativos los valores de *p<0,05.

4. RESULTADOS

4.1 OBTENCION DEL MODELO CON SILENCIAMIENTO DE TBPH Y CAZ EN
GLIA

Para generar moscas Vviables que silencien TBPH y CAZ en células gliales, es
imprescindible realizar una serie de cruzamientos en paralelo a veces y en serie en otras,
para a través de los marcadores fenotipicos ir seleccionando los genotipos de mosca de
interés. La seleccion de los genotipos se realiza siguiendo las leyes de Mendel por las que se
rige la genética en Drosophila melanogaster. Ademas nos apoyamos en marcadores
fenotipicos para identificar el genotipo de cada mosca y seleccionarla o no segun interese.
Los primeros cruces buscan seleccionar moscas con los alelos reconocibles y con
balanceadores genéticos mediante marcadores fenotipicos, para finalmente asegurar que la
mosca final experimental realmente expresa el RNA interferente (RNAI) para el gen

deseado especificamente en el tejido deseado.

En este sentido, el primer cruce se ha realizado con hembras virgenes (W1118)2; (DCR2)2;
(+)2 y machos que expresaran los 4 marcadores (W1118)2; Wgsp/Cyo; Ki/TM6B-Th. De
los tubos con larvas se han seleccionado las larvas que expresaban Th. Tras el nacimiento de
las primeras moscas, sélo se han recogido las moscas que expresaban Cyo (alas curvas) y se
han desechado las que expresaban Wgsp (pelo axilar largo) y Ki (pelo corto erizado), por lo
que se ha conseguido el genotipo (W1118)2; DCR2/Cyo; +/TM6B-Tb en la primera
generacion, F1 de DICER2 (Figura 10). De esta forma, se ha conseguido una mosca
portadora de DCR2, primer paso necesario para la produccién de RNAI, y marcadores
fenotipicos (Cyo y Th), de utilidad para asegurar la correcta eleccion de los genotipos
posteriores. Cabe destacar que se han elegido Cyo y TM6BTb por ser ambos cromosomas
balanceadores. Esto nos procura las ventajas de evitar la recombinacion en los cromosomas
2 y 3 (donde se localizan los genes de interés para este experimento, asegurando su

transmisién a la siguiente generacion) y reducir el nimero de genotipos viables diferentes en
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el proximo cruce (dos balanceadores en el mismo cromosoma resultan letales en la siguiente

generacion), facilitando la seleccion de los genotipos de interés en siguientes generaciones.

W1118 DCR2  +

w1118 Wgsp Ki

w1118’ DCR2’ +

J

W1118 DCR2  +

w1118’

)

Cyo TM6B Tb

W1118 DCR2  +

w1118 ' Wgsp'’ Ki w1118’ Cyo ' Ki
W1118 DCR2 + w1118 DCR2 + (25%)
w1118 * Wgsp’ TM6B Th W1118 ' Cyo ' TM6BTb

Figura 10. Obtencion de F1 de DICER2.

El segundo cruce se ha realizado con hembras virgenes que expresaban los 4 marcadores
(W1118)2; Wgsp/Cyo; Ki/TM6B-Tb y machos de la generacién F1 de DICER2 (W1118)2;

DCR2/Cyo; +/TM6B-Th. Se han vuelto a seleccionar larvas Th y de las moscas adultas se

han elegido las hembras virgenes y machos Cyo y Ki, desechando las que expresaban Wgsp.

De esta manera se ha conseguido una segunda generacion, F2 de DICER2 (Figura 11), con
genotipo (W1118)2; DCR2/Cyo; Ki/TM6B-Tb con la cual se ha generado un nuevo

genotipo stock que se puede conservar en el laboratorio. El objetivo ha sido obtener una

mosca de DCR2 con una marcador fenotipico mas (Ki) que seria de ayuda para identificar el

genotipo deseado en el proximo cruce.

w1118 Wgsp Ki

w1118 DCR2  +

w1118’ Cyo ' TM6BTb

U

W1118 DCR2 +
w1118 " wWgsp’ Ki

w1118’

Cyo ' TM6BTb

W1118 DCR2  +

w1118’

Cyo ' Ki
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W1118 DCR2 + W1118 DCR2 +
w1118’ Wgsp’ TM6BTb w1118’ Cyo ' TM6BTb
W1118 DCR2 Ki W1118 DCR2 Ki
; ; ; ; (11,11%)
W1118 ° Wgsp TM6BTb w1118 Cyo TM6BTD
W1118 DCR2 TM6BTbD W1118 DCR2 TM6BTb
; ; letal ; ; letal
w1118 ° Wgsp TM6BTb w1118 Cyo TM6BTb
w1118 Wgsp  + w1118 Wgsp +
w1118’ cCyo ' Ki w1118’ Cyo ' TM6BTb
w1118 Wgsp Ki W1118 Wgsp TM6B Tb letal
w1118’ Cyo ' TM6BTb w1118’ Cyo ' TM6BTb
W1118 Cyo X letal
wiiis ' cyo’ x ‘€t¢ Figura 11. Obtencién de F2 de DICER2.

Los cruces del gen reportero de expresion glial REPO se han realizado en paralelo. El
primer cruce ha sido de hembras virgenes (W1118)2; (+)2; REPO/TM3sb y machos que
expresan los 4 marcadores (W1118)2; Wgsp/Cyo; Ki/TM6B-Tb. De los tubos con larvas se
han seleccionado las larvas que expresaban Th. De las moscas adultas se han elegido las que
expresaban Cyo y se han descartado las que expresaban Wgsp, TM3sb (pelo corto) y Ki. El
resultado ha sido el genotipo (W1118)2; +/Cyo; REPO/TM6B-Tb en la primera generacion,
F1 de REPO (Figura 12). El objetivo era conseguir una mosca portadora de REPO, el
reportero de glia que es el tejido en el que queremos expresar el RNAi de TBPH o CAZ, con

marcadores fenotipicos balanceadores (Cyo y Th).

W1118 + REPO w1118 Wgsp Ki
. I, X . .
w1118 ' +’ TM3sb w1118’ Cyo ' TM6BTb
W1118 Wgsp = REPO W1118 + _ REPO

)

w1118’ + ' Ki w1118 ' Cyo’ Ki
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w1118 Wgsp  Ki w1118 +  Ki
w1118’ + ' TM3sb w1118’ Cyo’ TM3sb
W1118 Wgsp  REPO w1118 + REPO

: : : : (16,67%0)
w1118 + TM6B Th W1118 ’ Cyo’ TM6BTb
W1118 Wgsp TM3sb w1118 + TM3sb

; g ; letal ; ; letal
w1118 + TM6B Th w1118’ Cyo’ TM6B Tb

Figura 12. Obtencion de F1 de REPO.

El segundo cruce del reportero de glia se ha realizado con la generacion F1 de REPO
(W1118)2; +/Cyo; REPO/TM6B-Tb y las moscas que expresaban los 4 marcadores
(W1118)2; Wgsp/Cyo; Ki/TM6B-Th. Se han vuelto a seleccionar larvas Th y de las moscas
adultas se han elegido las hembras virgenes y machos Cyo y Wgsp simultaneamente,
desechando las que expresaban Ki. De esta manera se ha conseguido una segunda
generacion, F2 de REPO (Figura 13), con genotipo (W1118)2; Wgsp/Cyo; REPO/TM6B-
Tb (con una marcador fenotipico mas, en este caso, Wgsp ya que en DCR elegimos Ki)

preparada para cruzar con el stock constituido de F2 de DCR2.

w1118 + REPO w1118 Wgsp Ki

: : X . .
w1118 ' Cyo’ TM6B Tb w1118’ Cyo ' TM6BTb
W1118  +  REPO W1118  + _ REPO
w1118 ' Wgsp’ Ki w1118’ Ccyo’ Ki
w1118  +  REPO W1118 + _ REPO
w1118’ Wgsp’ TM6B Tb w1118 ' Cyo’ TM6BTb
w1118 = + Ki w1118  + Ki

w1118 * Wgsp’ TM6B Tbh w1118 ' Cyo’ TM6BTb



w1118  +  TM6BTb
w1118’ Wgsp’ TM6BTb

W1118 Wgsp = REPO

letal

W1118 + TM6BTD
w1118 ' Cyo’ TM6BTb

letal

W1118 Wgsp  REPO

w1118’ Cyo '’ Ki
w1118 Wgsp Ki
w1118’ Cyo ' TM6BTb
w1118 Cyo X

. 222 2 letal

w1118 ' Cyo’ X

0,
W1118 ' Cyo ' TM6BThb (11,11%)

w1118 Wgsp TM6B Tb
w1118’ ’ TM6B Th

letal

Cyo

Figura 13. Obtencion de F2 de REPO.
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El tercer cruce ha consistido en juntar F2 de DICER2 (del stock) (W1118)2; DCR2/Cyo;
Ki/TM6B-Th con F2 de REPO (W1118)2; Wgsp/Cyo; REPO/TM6B-Th. Se han traspasado

las larvas Tb a otros tubos y de las moscas nacidas de estas, se han recogido las hembras

virgenes y los machos que expresaban Cyo, desechando las Wgsp Yy las Ki. Por consiguiente

se ha conseguido el genotipo (W1118)2; DCR2/Cyo; REPO/TM6B-Thb en la generacion F3

(Figura 14). Este ha sido el resultado final de esta parte de este trabajo, con el que se ha

generado un stock para poder seguir con la experimentacion a partir del avance hasta este

punto y que es de gran utilidad para el proyecto de investigacion del que forma parte en el

grupo de Biodonostia.

W1118 DCR2 Ki (stock) W1118 Wgsp  REPO
: : N . .
w1118’ Cyo ' TM6BTb w1118’ Cyo ' TM6BTb
W1118 DCR2 REPO W1118 DCR2 REPO
w1118 ' Wgsp’' Ki w1118’ Cyo ' Ki
W1118 DCR2  REPO W1118 DCR2  REPO
; ; ; ; (11,11%)
w1118 ° Wgsp TM6BTb w1118 Cyo TM6BTD
W1118 DCR2 Ki W1118 DCR2 Ki
w1118 * Wgsp’ TM6B Tb w1118’ Cyo ' TM6BTb
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W1118 DCR2 A TM6BTb W1118 DCR2 TM6BTb

) ) letal ) ) letal

w1118 * Wgsp’ TM6BTb w1118’ Cyo ' TM6BTb

w1118 Wgsp REPO w1118 Wgsp  REPO
w1118’ Cyo ' Ki w1118’ Cyo ' TM6BTb
w1118 Wgsp | Ki w1118 Wgsp TM6B Tb letal
w1118’ Cyo '’ TM6BTb w1118’ Cyo '’ TM6BTb

w1118 Cyo X

; ; — letal

w1118 ' Cyo’ X
Figura 14. Obtencién de F3.

Finalmente, se explica la teoria de los ultimos cruces que son los que realmente alcanzan a
generar el modelo deseado para el estudio exhaustivo de la hipdtesis general del proyecto.
Ha consistido en cruzar la generacion F3 y con los diferentes genotipos de mosca que
expresan los respectivos RNAs interferentes de los genes de TBPH y CAZ para de esta
manera conseguir el modelo que tiene el gen TBPH o CAZ silenciado en glia. Por lo que se
ha cruzado el genotipo F3 (W1118)2; DCR2/Cyo; REPO/TM6B-Tb con los genotipos de
TBPH y CAZ, (W1118)2; TBPH iRNA/TBPH iRNA; (+)2 y (W1118)2; CAZ iRNA/CAZ
IRNA; (+)2 respectivamente. De este cruce se han apartado las larvas Th, esta vez para
eliminarlas y se han escogido las moscas que no eran Cyo, consiguiendo la mosca modelo

experimental de varios genotipos TBPH y CAZ (Figura 15):
- (W1118)2; DCR2/TBPH9; REPO/+

-(W1118)2; DCR2/TBPH401; REPO/+

-(W1118)2; DCR2/TBPHBIloomington; REPO/+

-(W1118)2; DCR2/CAZ; REPO/+
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W1118 DCR2  REPO w1118 TBPH +
w1118’ Cyo ' TM6BTb w1118’ cyo ' +
W1118 DCR2 REPO W1118 DCR2 REPO

; ; (16,67%) ; ;
w1118 ' TBPH w1118’ Cyo +
W1118 DCR2 + W1118 DCR2 +
w1118 ' TBPH' TM6B Tb w1118 ' Cyo ' TM6BTh
W1118 TBPH REPO W1118 TBPH +
w1118’ Ccyo ' + w1118’ Cyo ' TM6BTb
w1118 Cyo X

; 4 ;= letal
w1118 ' Cyo’ X

Se han conseguido los genotipos:

w1118 DCR2 REPO w1118  DCR2  REPO

w1118’ TBPH9' +

w1118  DCR2  REPO
w1118 ’ TBPHBloo’ +

w1118’ TBPH401' +

W1118 DCR2 REPO
w1118’ c4z ' +

Figura 15. Obtencion del modelo final.

4.2 OBTENCION DEL MODELO CON SILENCIAMIENTO DE TBPH Y CAZ EN

MUSCULO

El dnico cruce que ha sido necesario realizar ha consistido en juntar el genotipo de la mosca
control (DCR2)2; (+)2; (MEF2)2 con cada uno de los genotipos TBPH o CAZ, (W1118)2;
TBPH iIRNA/CYO; (+)2 y (W1118)2; (CAZ iRNA)2; (+)2 respectivamente. Este cruce ha

sido suficiente ya que existe una mosca disponible comercialmente que expresa DICER2 y

el reportero de expresién en musculo MEF2. Para el cruce de CAZ se han usado hembras
virgenes CAZ (W1118)2; (CAZ)2; (+)2 y machos control. Para el de TBPH9 ha sido al
revés, hembras virgenes control con machos TBPH9 (W1118)2; (TBPH9)2; (+)2. El cruce
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de TBPHBIloomington se ha realizado con hembras virgenes Bloomington (W1118)2;
TBPHBIoo/CYO; (+)2 y machos control. El cruce de TBPH401 no ha sido satisfactorio
porque ha resultado escaso y no se ha incluido en el estudio. Al nacimiento se han ido
seleccionando las moscas que no expresaban CYO. Esta seleccion del genotipo
DCR2/W1118; TBPH/+; MEF2/+ (Figura 16) se ha incorporado directamente a los ensayos
experimentales de escalada y de longevidad.

W1118 TBPH +

X
w1118’ cvo ' + J DCR2 ' +’ MEF2

U

(50%)

DCR2 + MEF2

DCR2 TBPH MEF2
w1118’ + ' 4+

DC2 ~ +  MEF2
w1118’ cyo’ +

Figura 16. Obtencion del modelo con
silenciamiento de TBPH Y CAZ en
musculo.

4.3 RESULTADOS DEL ENSAYO DE ESCALADA

El primer resultado a destacar hace referencia a la caracterizacion del modelo. Por eso, la
figura 17 se centra en que efectivamente las moscas van perdiendo capacidad locomotora
dependiendo del tiempo de vida. En la siguiente figura nos centraremos en la capacidad
diferencial de escalada dependiendo del genotipo y por lo tanto, analizaremos si realmente el
silenciamiento de estos genes condiciona un fenotipo motor diferencial que sirva como
screening primario de posibles nuevos farmacos. En la Figura 17 observamos que el dia 10
todos los genotipos tienen mayor capacidad de escalada que en los dias consecutivos,
aungue solo encontremos diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo de
TBPH-Bloomington-RNA. del dia 10 con el del dia 20 (*p<0,05). También detectamos que
el subtipo TBPH9-RNAI obtiene mejores resultados que el control el dia 10 pero menor
porcentaje promedio de escalada que el control el dia 15, lo cual hace referencia a que la

caracterizaciéon del modelo TBPH9-RNAI podria ser la correcta aunque no sea reconocible
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desde el principio. El dia 20 no se recogieron suficientes datos de algunos de los genotipos

para incluirlos en este estudio.

Capacidad locomotora (tiempo)

90 -+

80 -

70 -
© 60 T
©
,—3 50 - mdia 10
§ 40 - mdia15
©
X 30 - dia 20

20 -

10 -+

0 -

Control TBPH9 TBPHB

Figura 17. Capacidad
locomotora (tiempo).

Por otro lado vamos a realizar otro analisis de diferencias segun genotipo. En la Figura 18
observamos que el genotipo Caz minus en masculo es el que esta mas afectado. Esta
afectacion es estadisticamente significativa respecto al grupo control (*p<0,05). Esto quiere
decir que el genotipo con silenciamiento de Caz en musculo tiene un fenotipo motor alterado
y por ello, se selecciona para futuros ensayos que pudieran demostrar que es un modelo
efectivo de ELA y sus mecanismos. Para los genotipos TBPH9-RNAi y TBPH-
Bloomington-RNAi no se han encontrado diferencias estadisticamente significativas
respecto al grupo control aunque se podria deducir que el silenciamiento de TBPH en los
subtipos TBPH9-RNAI y TBPH-Bloomington-RNAI podria no haberse dado en el mismo
grado. Y esto podria deberse a que los silenciamientos ocurren en locus diferentes, pudiendo
esto provocar que sean mas o menos efectivos. Los datos obtenidos sugieren que el
silenciamiento pudo ser mayor en el subtipo TBPH-Bloomington-RNAI. Aungue en ambos
genotipos sean necesarios mas estudios (y mas duraderos) si se quieren encontrar diferencias

respecto a los controles.
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locomotora (genotipo).

4.4. RESULTADOS DEL ENSAYO DE LONGEVIDAD

Hemos llevado a cabo un seguimiento de la supervivencia de las moscas con CAZ y TBPH
silenciados en musculo asi como de sus respectivos controles (el genotipo de DICER2 y el
reportero del musculo MEF2) durante 27 dias, que es el tiempo que se ha dispuesto para la
experimentacion en este trabajo una vez obtenidas las moscas experimentales. En este
periodo de tiempo los resultados han sido los siguientes, visibles también en la gréafica
(Figura 19):

e Se han muerto 4 moscas en total del grupo de las 77 moscas CAZ minus en musculo.

e Se han muerto 3 del grupo de las 56 moscas TBPH9 minus en masculo.

e Se han muerto 3 moscas en total del grupo de las 73 moscas TBPHBloomington
minus en masculo.

e Se han muerto 6 en el grupo control que consistia en 90 moscas.

Los datos recogidos no han resultado resolutorios, haciendo recomendable un tiempo de
seguimiento mayor.
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Finalmente, a modo aclaratorio la nomenclatura utilizada para los diferentes genotipos de
mosca (controles, Caz-iRNA, TBPH9-IRNA y TBPHB-IRNA o bien Caz minus en musculo
etc.) se refiere a los modelos en los que se silencia el gen nombrado en el tejido especifico.

5. DISCUSION

En resultados obtenidos (no publicados) del laboratorio de enfermedades neuromusculares
del Instituto Biodonostia se han detectado alteraciones significativas en modelos in-vitro de
silenciamientos de los genes TARDP43, SOD1 y FUS y pensamos que estos genes podrian
estar implicados en la diferenciacion de mioblastos y regeneracidbn muscular. Ademas,
tenemos evidencias de que el metabolismo energético puede estar directamente implicado en
estas alteraciones, ya que se han detectado un mayor nimero de mitocondrias en estos
modelos animales con patologia TDP43.*° En modelos transgénicos murinos de TDP43, se
produce un incremento de biosintesis de mitocondrias como mecanismo de compensacion
del fallo energético o como un reflejo de disfunciones en procesos tales como la mitofagia y
autofagia.

Ademas de que el metabolismo energético podria tener un papel primario en la aparicion de

la enfermedad, realmente no se conoce si este fallo energético afecta a todos los tipos
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celulares implicados en la enfermedad de la ELA (motoneurona cortical superior,
motoneurona espinal, astrocito y miocitos) y en segundo lugar, en caso de afectar a todos
ellos, se desconoce igualmente ddonde estd el origen primario de la alteracién que
desencadene la manifestacion de la patologia. Por ello, en este proyecto hemos querido
silenciar especificamente los genes de interés en estos tipos celulares de forma
independiente para observar si éstas alteraciones tienen la capacidad de propagarse a los
otros integrantes de la union neuromuscular y mas relevantemente, manifestar algunos de los
sintomas tipicos de la enfermedad en humanos. Para ello, estamos utilizando el modelo de
Drosophila melanogaster, en el que ya se han descrito los efectos de algunos de estos
silenciamientos en alguno de estos tipos celulares *. Sin embargo, no se ha abordado una
vision integrada de estos modelos y ademas algunos de ellos tampoco han sido estudiados en
profundidad. Esta precisamente es la proyeccion de este trabajo que de cumplir con los
objetivos iniciales seria realmente revolucionario y clave para encontrar nuevas vias de
tratamiento para la enfermedad, ya que queremos modelizar de manera global la
enfermedad para que, con mayor probabilidad, las conclusiones puedan extrapolarse a la
enfermedad humana.

Este trabajo fin de grado se ubica en las fases iniciales del proyecto, por lo que se ha
centrado en la generacion de algunos de los modelos necesarios para estudiar nuestra
hipdtesis principal. En este sentido, se han generado modelos in-vivo de Drosophila con
silenciamiento en los genes ortologos de mosca TBPH y CAZ, homdlogos de TARDP43 y
FUS humanos, respectivamente. Este silenciamiento ha sido ademas tejido-especifico
afectando independientemente a células gliales o a musculo.

En cuanto a las limitaciones y problemas que han surgido durante el trabajo en el
laboratorio, se ha padecido de contaminacion por hongos tanto en los tubos para la
generacion del modelo como en los tubos de ensayo. Esto ha obligado a tirar tubos que
estaban destinados a la generacion del modelo y a cambiar continuamente las moscas de
tubos gque contenian hongos a tubos nuevos, en los destinados a los ensayos. Cabe destacar
que en estos ultimos la contaminacion se ha dado Gnicamente en el grupo control, pudiendo
haber alterado especialmente los resultados de supervivencia, ya que observamos que en
proporcion mueren mas moscas del grupo de los controles que del resto.

Otro de los impedimentos que han retrasado la obtencion del modelo con silenciamiento en
glia ha sido la inefectividad del primer cruce de REPO con la mosca de los cuatro
marcadores para la adquisicién de la primera generacion de REPO. Y es que a pesar de los

porcentajes teodricos en los que aproximadamente el 16% de las moscas recién nacidas iban a
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presentar el fenotipo de seleccion, la realidad ha sido que las larvas de este cruce tardaban
mucho en aparecer, en nacer y ademas nacian pocas moscas de los tubos Tb (pudiendo esto
ser debido a que se apreciaba més fragilidad de estas larvas a la manipulacién), de las cuales
apenas ninguna mostraba el fenotipo de interés. Al ver que este cruce estaba resultando
inefectivo, se usé algin tubo més. Siete semanas desde el inicio, al fin, se logré dar
comienzo al siguiente cruce de REPO, mientras seguia la seleccion de 14 hembras virgenes
y 2 machos en total (se pusieron 4 tubos con tan solo 4-5 hembras en cada uno). Todo lo
mencionado ha provocado que el segundo cruce de REPO y el TFG en general se haya
alargado en el tiempo y se tenga que seguir hasta la obtencion del modelo final, dado a su
importancia.

Este ambicioso proyecto persigue no solo avanzar en el conocimiento de las causas de
aparicion y desarrollo de la enfermedad, sino que busca entender sus bases moleculares que
resultaran claves en el disefio de un tratamiento eficaz para los pacientes con ELA vy
posiblemente otras enfermedades con patologia TDP-43 como la DFT. Este trabajo fin de
grado constituye la base importante y necesaria para responder a la hipdtesis principal del

proyecto de investigacion presentado.

6. CONCLUSIONES

La estrategia para generar estos modelos animales en esencia ha sido la misma, pero la
obtencién del modelo de silenciamiento de estos genes en glia ha resultado realmente
laboriosa, ya que se han tenido que realizar numerosos cruces en serie y en paralelo para
finalmente generar el genotipo de interés. No tanto asi, en los modelos de silenciamiento en

musculo ya que la disponibilidad comercial de estas moscas era mayor.

En cuanto a la caracterizacion fenotipica del modelo hemos realizado ensayos de escalada y
de esperanza de vida que son las principales pruebas de comportamiento que se realiza en
este modelo animal. Los resultados obtenidos en las pruebas de escalada evidencian que, a
medida avanzan los dias la capacidad de escalada de las moscas con estos genes silenciados
disminuye. Esto atiende a razones puramente fisioldgicas aungue en este caso afecta mas
pronunciadamente a los genotipos de mosca con silenciamiento de alguno de los genes de

interés en este proyecto. Este resultado no hace sino validar y reforzar el modelo utilizado.
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Por otra parte, en la prueba de escalada resultados preliminares pendientes de confirmar con
tamafios muestrales mas importantes sugieren que la capacidad locomotora de las moscas
que silencian Caz en musculo esta disminuida. Este resultado concuerda con los resultados
obtenidos por Ruohan y cols donde observan ademas que el silenciamiento de Caz y TBPH
acentua estos efectos *°. Ademas también se detecta una disminucion en el modelo definitivo
con nomenclatura TBPHB, eso si de menor magnitud, sugiriendo que en los modelos
generados el silenciamiento de los genes de interés se ha realizado correctamente. Es
necesario afadir que en uno de los modelos generados los resultados no muestran un
fenotipo claro de las moscas con silenciamiento en muasculo (TBPH9). Aunque este
resultado pueda parecer sorprendente, es necesario resaltar que los diferentes modelos de
mosca utilizados para silenciar TBPH tanto en muisculo como en glia, silencian en forma y
magnitud diferente segun la region del gen a la que se dirige el RNAI que sobreexpresa cada
modelo de mosca. De esta manera, se puede explicar que el silenciamiento del gen no afecta
de la misma manera en los diferentes modelos. De hecho, éste era uno de los objetivos
iniciales de este TFG, ya que gracias a él podemos discernir con qué modelos se va a seguir
adelante en el proyecto. Estos resultados de silenciamiento diferencial segin el modelo y

estrategia de silenciamiento utilizados se han reportado ampliamente en la literatura *>*°*.
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