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RESUMEN

El Sindrome de Dravet (SD) es una enfermedad rara infantil que se manifiesta en crisis
epilépticas a temprana edad y provoca un deterioro cognitivo y conductual. Esta enfermedad
es causada por mutaciones dominantes en el gen SCNI1A. Este trabajo se centra en la
generacion de un modelo knock-out (KO) del gen paralytic en Drosophila melanogaster,
homodlogo al gen SCN1A en humanos, para su aplicacion en el estudio del SD. A la vez se ha
estudiado la conducta de cepas sensibles a convulsionar tales como paralytic bangsenseless
(para), easily shocked (eas) y slamdance (sda) realizando ensayos de supervivencia, de
comportamiento, de escalada y de capacidad de vuelo.

Se ha superado la etapa de biologia molecular, obteniendo un plasmido efectivo para la
recombinacion homodloga que generard el KO, y también se ha conseguido obtener cepas
transgénicas de D. melanogaster y mapear la localizaciéon del inserto en cada una de ellas.
Estas cepas se utilizaran en un futuro para generar el KO de interés.

En los ensayos se ha comprobado que la cepa con la mutacién en el gen para es la que
presenta un fenotipo mas afectado en mosca adulta en comparacion con el control, mostrando
menor tasa de supervivencia, necesitando mas tiempo para recuperarse tras una convulsién y
escalando menor distancia en las paredes del tubo que el resto de genotipos. El genotipo eas
solo mostré un comportamiento atipico en el ensayo de supervivencia y el comportamiento,
manteniéndose normal en los ensayos de actividad locomotora. La cepa con la mutacién en
sda fue la que menos diferencias tuvo respecto al control, solo manifestando convulsiones de
corta duracidon como diferencia. Estos ensayos han permitido aprender su correcta ejecucion y
han generado valores de referencia sobre los que comparar los resultados que se obtendran
con la mosca KO. Ademas, han puesto de manifiesto el importante defecto que genera una
mutacion puntual en el gen paralytic para la homeostasis en mosca adulta.
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ABSTRACT

Dravet’s Syndrome (DS) is a rare childhood disease that causes epileptic seizures at early age
and permanent cognitive and behavioral deterioration. This disease is caused by dominant
mutations in the SCN1A gene. This work is focused on the generation of a knock-out (KO)
model of the paralytic gene, the homologous gene of SCN1IA human gen, in Drosophila
melanogaster to study DS. At the same time, the bang-sensitive strains para, eas and sda have
been characterized through survival, behavior, climbing and flight capacity tests.

The stage of molecular biology for the obtaining of the KO has been achieved, obtaining an
effective plasmid for homologous recombination. Moreover, different transgenic strains of D.
melanogaster have been obtained and the location of the insert has been mapped in each one.
These strains will be used in the future to generate the KO of interest.

The tests have revealed that the strain with the mutation in gene para presents the most
affected phenotype in adult flies. It shows a lower survival rate, needs more time to recover
after a seizure and has less locomotor capacity than other phenotypes. The eas genotype
showed an atypical behavior in survival and behavior tests, but it did not present any
difference with control flies in the locomotor capacity tests. The strain with the mutation in
sda was the one that exhibited less differences respect to the control, showing only short
seizures. These tests have allowed to know the correct way to execute them, since they have
generated reference values, useful to compare with the future KO fly results. In addition, they
have revealed the important defects that a point mutation in the paralytic gene causes in the
homeostasis of adult flies.

Key words: knock-out, SCN1A, Dravet Syndrome, Drosophila melanogaster, epilepsy.
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1.Introduccion



1. Introduccion:

1.1. Sindrome de Dravet

El Sindrome de Dravet (SD) es un tipo de epilepsia con un conocido factor genético. Fue
descrito como un sindrome infantil de epilepsias miocldnicas severas en 1978 por Charlotte
Dravet (Dravet, 2003) y esta considerada como una enfermedad rara con una incidencia menor
a 1 por 40,000 (Hurst, 1990). En Espafia hay unos 200 casos correctamente diagnosticados,
pero se estima que puede haber mas (http://www.apoyodravet.eu/). La tasa de mortalidad
ronda el 16% (Dravet,2011) y suele ser por muerte subita o accidentes relacionados con
ataques.

Este sindrome se caracteriza por epilepsias severas miocldnicas durante la infancia que pueden
comenzar a manifestarse después del primer mes de vida, pero mayoritariamente entre el
quinto u octavo mes de vida, en nifios aparentemente normales. Los sintomas que dan
evidencias de tener esta enfermedad son estados epilépticos o convulsiones, a veces con
fiebre, retraso del desarrollo cognitivo, signos neuroldgicos y resistencia a gran variedad de
farmacos epilépticos. (Dravet, 2011)

Las primeras convulsiones son clénicas y activadas por la fiebre, pero mas largas que las
convulsiones por fiebre, durando unos 20 minutos. Hay casos en que no necesitan ser
activadas por fiebre. En estos ultimos casos suele suceder tras banos calientes o tras una
infeccidn o vacunacion. Tras esta primera convulsién ocurren otras convulsiones afebriles poco
tiempo después (de 2 semanas a 2 meses) que ocurren simultdneamente con un retraso en el
desarrollo normal del nifio. Estas convulsiones son de 5 tipos distintos y de intensidad variable,
generando un retraso en el desarrollo psicomotor y del desarrollo neuronal del nifio que le
supone una dependencia total durante toda su vida (Dravet, 2011).

El retraso en el desarrollo se hace evidente tras el segundo afo. Los nifios comienzan a andar y
hablar a la edad normal, pero necesitan mds tiempo y el habla progresa mas lentamente. Las
habilidades motoras no se desarrollan bien, impidiendo, en ocasiones, dibujar o escribir. La
pérdida de atencidn hace que sean inquietos y que no participen en actividades de grupo. No
todos los pacientes tienen estos rasgos y disminuyen con un diagnédstico precoz (Dravet, 2011).

Los signos neuroldégicos aparecen progresivamente, pero no se observan en todos los
pacientes. Estos signos consisten en ataxia, hipotonia (60%), signos piramidales (20%) y
movimientos descoordinados. La ataxia tiende a atenuarse con la edad, pero puede reaparecer
tras un estado epiléptico. Estos signos producen una manera peculiar de andar que les genera
dificultades (Dravet, 2011).

La mayoria de los farmacos son infectivos y, aunque hay ensayos clinicos en fase uno que
muestran eficacia en la combinacidn de stiripentol, valproate y clobazam (Chiron, et al., 2011),
la gran diversidad entre los pacientes hace que no sea facil encontrar un farmaco eficaz para
todos ellos.



1.2. El gen SCN1A
En el afio 2001 se descubrid que la principal causa genética de este sindrome es una mutacién
en el gen SCN1A (Claes et al., 2001). Este gen codifica para la subunidad o del canal de sodio
dependiente de voltaje en neurona (Nay1.1) (Cleas, et al., 2001). Los canales de sodio se abren
en respuesta a la despolarizaciéon de la membrana de las neuronas, permitiendo propagar el
impulso nervioso hasta las terminaciones sindpticas. En humanos hay 9 subunidades a
distintas codificadas por genes distintos y las proteinas Nay1.1, Nay1.2 y Nay1.6 son las mas
abundantes en el sistema nerviosos central, cuyos genes han sido asociados a desdrdenes
epilépticos (Brunklaus et al., 2014). En la Figura 1 se puede observar la estructura molecular de
Nav1l.1, codificada por SCN1A.
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Figura 1 Esquema de la proteina Nav1.1. En la Figura 1A se observa la estructura de los 4 dominios formados por 6
regiones transmembrana y las mutaciones mds usuales en esta proteina. En la Figura 1B se observan las secuencias
homdlogas del gen SCN1A en diferentes especies: humano, raton, pez cebra y mosca de la fruta. (Schutte et al.
2016).

La proteina que codifica SCN1A se trata de un canal de sodio con cuatro dominios que contiene
6 regiones transmembrana en cada dominio. El poro es formado por la organizacién colectiva
de los segmentos 5 y 6 de cada dominio.

Las mutaciones de SCN1IA que aparecen en SD incluyen mayoritariamente mutaciones
truncadas y mutaciones en sitios de empalme alternativo o “alternative splicing”, aunque hay
casos de pequefias deleciones y duplicaciones intragénicas (Madina, et al, 2006). La hipdtesis
actual es que SD esta causado por una haploinsuficiencia o “pérdida de funcion” (Cleas, et al.,
2001). La explicacion es que SCN1A esta mas expresado en interneuronas inhibitorias y una
pérdida de funcién resultaria en una pérdida de inhibicién, pudiendo generar una
hiperexcitabilidad del sistema nervioso.

La mayoria de las mutaciones son de novo por lo que tienen una alta variabilidad genotipica. La
variabilidad de mutaciones en SCN1A podria explicar la variabilidad fenotipica pero también se
cree que hay una importante variabilidad debida a otros factores génicos o ambientales
(Guerrini, 2012).



Debido a que los farmacos anti-epilepsia no funcionan bien contra el SD es necesario realizar
nuevos estudios y diferentes enfoques para poder entender los mecanismos celulares que
causan las convulsiones y asi poder desarrollar nuevas terapias. Actualmente, hay cinco
sistemas modelo donde explorar el mecanismo celular, siendo estos los sistemas de expresion
heterdloga, el ratdn, el pez cebra, las células madre pluripotentes inducidas (iPSC) derivadas de
neuronas y la mosca de la fruta (Schutte et al. 2016).

1.3. Drosophila melanogaster como modelo de epilepsia
Drosophila melanogaster, conocido cominmente como mosca de la fruta, es un modelo muy
habitual para enfermedades genéticas humanas. Se estima que un 75% de los genes humanos
implicados en enfermedades que tienen genes ortdlogos en D. melanogaster, por lo es un
modelo muy util para descubrir los mecanismos moleculares de la enfermedad e incluso para
probar tratamientos (Pandey & Nichols, 2011). En la Figura 2 se puede observar un esquema
de su ciclo vital.
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Figura 2. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. D. melanogaster tiene cuatro etapas vitales: embrion, larva,
pupa y adulto. Dentro de larva existen tres periodos. Para pasar de embrion a larva tarda 2 dias, de larva a pupa
entre 3-4 dias, de pupa a adulto 4 dias, generando una mosca adulta en una media de 10 dias (Hales et al., 2015).

Este organismo presenta diversas ventajas que la convierten en un buen modelo bioldgico para
el estudio de ciertas enfermedades humanas. Su ciclo de vida es relativamente corto, de 10
dias, con una longevidad de 40 a 120 dias dependiendo de la dieta y el estrés (Hales et al.,,
2015). Esto permite estudiar la formacidn y progresion de una enfermedad desde las etapas
mas tempranas hasta la adultez o vejez.

También genera un gran niumero de descendientes, lo cual es util a la hora de tener mas datos
poblacionales al realizar estudios estadisticos y reducir el error por variabilidad. Su
mantenimiento en el laboratorio es relativamente econémico comparando con otros animales,
como los cordados, y es sencillo de manipular debido a su pequefio tamafio. Ademas,
actualmente existen diversas herramientas para la manipulacidon genética en D. melanogaster



que permiten estudiar y conocer mejor los mecanismos moleculares de las enfermedades para
poder abordar nuevos tratamientos (Hales et al., 2015).

D. melanogaster tiene similitudes a nivel celular y subcelular con el sistema nervioso de
mamiferos, teniendo canales de membrana dependientes de voltaje y de ligando para el sodio,
potasio, calcio y receptores de acetilcolina, glutamato y el acido gamma-aminobutirato
(GABA). Pero también tiene diferencias, destacando la organizacién del sistema nervioso
central entre ellas (Song & Tanouye, 2009).

La utilizacidn de D. melanogaster como modelo para convulsiones surgié tras la caracterizacion
de cepas llamadas “bang-sensitive” (BS). Estas cepas responden con convulsiones a estimulos
mecdanicos, de temperatura e incluso de luz y tienen fenotipos variables en duracién e
intensidad (Song &Tanouye, 2009). En la Tabla 1 se recogen 11 mutantes BS que han sido
utilizadas como modelo para las convulsiones.

Tabla 1: Diferentes cepas “bang-sensitive” junto el gen afectado y el producto génico (Song &Tanouye, 2009).

Mutante sensible a convulsiones

Gen afectado

Producto génico

Canal de Na* dependiente de

bss1 i
Bang senseless (para®*?) paralytic voltaje
Easily shocked (eas) easily shocked Etanolaminakinasa
Slamdance (sda) slamdance Aminopeptidasa N

Bang sensitive (basl, bas2)

Desconocido

Desconocida

Technical knockout (tko)

technical knockout

Proteina ribosomal S12

Jitterbug (jbug) jitterbug Desconocido
Couchpotato (cpo) couch potato Proteina de unién a RNA
Kazachoc (kcc) kazachoc K*Cl" Cotransportador

Knockdown (kdn) knockdown Citrato sintetasa

Stress-sensitive (sesB)

stress-sensitive B

Adenina nucledtido translocasa

Las convulsiones varian segun el genotipo, la edad y la temperatura, pero pueden ser
caracterizadas por varias etapas como se muestra en la Figura 3.

Recovery
Seizure

§ )
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Figura 3. Representacion esquemdtica de las convulsiones en mutantes “bang sensitive”. La primera etapa
consiste en una convulsion, caracterizadas por el aleteo incontrolado o sacudidas en las patas. Después se produce
una fase de pardlisis de duracion variable segun el genotipo. Por ultimo, se produce una convulsion de recuperacion
antes de que se produzca la fase de recuperacion final. En el caso del genotipo parabssl se produce una fase
intermedia, la fase clonica, correspondiente a otra etapa de convulsion y pardlisis antes de la convulsion de
recuperacion (Parker et al. 2011).

BANG! Initial Paralvsis  Tonic-Clonic Phase
‘ Seizure - *

Q_-E BD -

Recovery

Primero tienen una convulsién inicial, caracterizada por sacudidas en las patas, contracciones
del musculo abdominal y un aleteo incontrolado. Después se genera una paralisis que los
inmoviliza y finalmente una convulsién antes de la recuperacidn total. En el caso de las para®s



se observa una fase mas intermedia, fase tdnica-cldnica, donde se producen convulsiones
seguidas de pardlisis una vez mas (Parker et al. 2011). Inmediatamente después de haber
sufrido un ataque epiléptico las moscas pierden la sensibilidad a convulsionar temporalmente
durante un periodo llamado “tiempo de refraccién” (Ganetzky & Wu, 1982). Este periodo
también es variable en funcion del genotipo analizado.

1.4. El gen paralytic
D. melanogaster tiene el gen paralytic (para) que codifica para el canal de sodio dependiente
de voltaje similar a Nay1.1, por lo que seria el homdlogo al gen SCN1A en humanos. Aunque en
humanos hay varias subunidades, el empalme alternativo del transcrito del gen para genera
gran variabilidad de canales de sodio con distintas propiedades biofisicas (O'Dowd et al. 1995;
Lin et al. 2009). La estructura del canal de sodio es muy similar a la de los vertebrados y las
regiones criticas muestran una alta conservacion (Loughney et al., 1989).

Las mutaciones en este gen generan distintos modelos de estudio para enfermedades
epilépticas. En la Figura 4 se pueden observar distintas mutaciones en el canal junto a las cepas
que las contienen. Un modelo interesante para estudiar enfermedades epilépticas como el SD
es el mutante “bang-senseless” (para®?), que contiene la mutacién L1676F (Parker et al.,
2011). El L1676 se corresponde con un residuo altamente conservado en el tercer fragmento
de insercién a la membrana del cuarto dominio del canal de sodio (Parker, et al., 2011).

ara DS para bss1
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Figura 4: Estructura del canal Nav1.1 del gen para. En la Figura se muestran los cuatro dominios formados por seis
motivos transmembrana. Se indican con flechas las localizaciones de las mutaciones para cada cepa de Drosophila
melanogaster con un fenotipo bang-sensitive (Kaas et al., 2016).

Esta cepa de D. melanogaster exhibe convulsiones tras generarle un estrés mecdnico, aunque
la localizacién de las mutaciones no corresponde con las mutaciones conocidas en SCN1A
causantes de epilepsias. Curiosamente, otras mutaciones en el gen para son alelos de pérdida
de funcidon que generan mayor resistencia a las convulsiones y que pueden funcionar como
mutaciones supresoras de las convulsiones en otras cepas BS (Song et al., 2007). Por lo tanto,

bss1

el alelo para®*!se trata del Unico alelo de para que produce una ganancia de funcién.



Diferentes estudios han generado lineas knock-in (Kl) en D. melanogaster con las mutaciones
encontradas en pacientes de enfermedades epilépticas como SD o epilepsia generalizada con
convulsiones febriles (GEFS+), y han conseguido mostrar fenotipos mas similares a los de las
enfermedades humanas, llegando a tener convulsiones inducidas por calor que se asemejan a
las convulsiones con fiebre es estas enfermedades (Sun et al., 2012).

1.5. Recombinacion homologa para generar knock-outs

“Gene targeting” es la modificaciéon de un gen enddgeno utilizando la recombinacién
homdloga. Normalmente se ha empleado esta técnica en levadura o ratdén, pero
recientemente se ha mejorado la técnica para su utilizacion en D. melanogaster (Rong & Golic,
2000). Esta técnica se ha utilizado tanto para la eliminacion de fragmentos génicos como para
la insercidn de secuencias exégenas con gran precision (Huang et al., 2008; Liu et al., 2012). En
la Figura 5 se puede ver un esquema de cémo obtener un knock-out (KO) y un Kl utilizando
esta técnica.

Genomic engineering by targeted site-specific DNA integration.

(1) Generating “founder” knock-out line (2) Creating engineered mutant allele
A Ends-Out Targeting D Integration of Modified Target Gene
[ grysery |

e white* g Lo g
homologous ™. ; ’ -
n’mmbmau‘ml. % g white*

— 5 arm I target gene [ 3am }——-— ﬂ-.“'-{
chromosome r f,-L‘
5'arm 3 3'arm Chromosome
—

B “Founder” Knock-Out Line

—rT— e ERT

g xCre

C Founder Line (with white’*! marker removed)

F Final Engineered Allele
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Figura 5. Esquema de la generacion de knock-out (KO) y Knock-in (KI) empleando la técnica del “gene targeting”.
En la Figura 5A, By C se muestra cdmo eliminar un gen por recombinacién homdloga seguido de la eliminacion del
marcador empleando la proteina Cre. En la Figura D, E y F se muestra como insertar un gen en la misma zona donde
se elimind anteriormente. Para ello se emplea el sistema del fago PhiC31 y el sistema de recombinacion mediado

por la proteina Cre para eliminar el marcador (Huang et al., 2009).

Para realizar esta recombinacidon se utilizan vectores especificos disefiados para este
propdsito. En la Figura 6 se puede ver el esquema de pTVcherry, que fue empleado en este
trabajo (Baena-Lépez et al., 2013).
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Figura 6. Esquema del vector pTVcherry. Este pldsmido contiene 2 sitios de clonaciéon multiple donde incorporar los
brazos de homologias de la region que queremos modificar. Ademds, contiene los elementos las regiones FRT y Scel
para liberar el fragmento interno y linealizarlos, permitiendo aumentar las probabilidades de la recombinacion
homdloga en la region deseada. Contiene 2 marcadores para el seqguimiento de la insercion flanqueados por una
region loxP para eliminarlos. La region attP permite la insercion de un nuevo fragmento a la zona de recombinacion
anterior mediante el sistema del fago PhiC31. La secuencia UAS-reaper se expresa ante la presencia de Gal4,
permitiendo la eliminacion de falsos positivos debido a una recombinacion al azar (Baena-Lopez et al., 2013).

Este vector contiene secuencias 3’ y 5 de P-element para la transformacién mediada por P-
element. Ademas, contiene dianas de recombinacién para FLP (FRT) y sitios de restriccion de |-
Scel. Esto permitira que, una vez integrado el fragmento al azar en el genoma este pueda
linealizarse y ganar acceso para poder recombinar en el sitio especifico que queremos, gracias
a la homologia de los brazos que hemos clonado. Estos brazos de homologia se deben disefiar
para eliminar todos o el mayor exdn codificante, para asi romper la pauta de lectura y que no
genere proteinas aberrantes (Huang et al., 2009). Ademas, el vector contiene un marcador
genético (mini-White) que da color rojo a los ojos y un gen reportero (Cherry) para seguir la
expresion génica del sitio de insercion. El vector contiene otras secuencias para la insercion de
genes exogenos. En este caso, como se muestra en el Figura 7, contiene los sitios loxP entre los
dos marcadores para eliminarlos mediante la proteina Cre y la secuencia attP que sirve para la

insercién de secuencias medidas por la integrasa del fago PhiC31.

hh[KO; Cherry]

Cre Removable

Figura 7. Esquema de la insercion en el exon escogido y secuencias para la eliminacién del marcador de seleccion.
En la imagen se muestra cémo se ha insertado la secuencia del plasmido en la parte codificante del primer exdn de
un gen. Utilizando el sistema de recombinacion mediado por Cre se puede eliminar los marcadores (Baena-Lopez et
al.,, 2013).

Otras secuencias que podemos encontrar en el vector son los sitios de recombinacién de FLP
(FRP) y los sitios de restriccion de I-Scel. Al introducir la proteina FLP esta cataliza una
recombinacidn entre los dos sitios FRP, generando un ADN circular. Si se rompe esta cadena
circular se activan los mecanismos de reparacién por homologia y se consigue que la secuencia
recombine en el sitio indicado gracias a los brazos de homologia que se ha insertado. Para ello



debe introducirse también la enzima de restriccion |-Scel. Ambas proteinas transgénicas se
consiguen introducir mediante un cruce con cepas hs-Flp y hs-Scel, como se muestra en la
Figura 8.

P-element mediated transformation
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Figura 8. Esquema de los cruces necesarios para la obtencion de la mosca knock-out. El primer cruce se realiza por
cepas hs-Flp y hs-Scel para que, mediante un choque térmico, se consiga la linealizacion del fragmento para que
pueda recombinar en las regiones adecuadas. La descendencia serd una quimera donde algunas células habrdn
integrado el fragmento en la zona correspondiente. Para eliminar falsos positivos se cruza con una cepa ubi-Gal4
para eliminar todas aquellas inserciones que lleven la secuencia del UAS-reaper. El sequndo cruce necesita de unas
200 hembras para llegar a conseguir una mosca candidata a ser knock-out (Baena-Lopez et al., 2013).

Para mejorar la seleccién y eliminar falsos positivos de la insercién, el vector contiene la
secuencia UAS-reaper, que en presencia de Gal4 expresa el gen reaper que es letal para la
mosca. Para introducir la proteina Gal4 se emplean cepas ubi-Gal4. Esto elimina falsos
positivos que pueden generarse por que se haya insertado toda la secuencia lineal y no la
region interna a los brazos de homologia.

El esquema a seguir para la realizacidon de un KO por esta técnica se resume en estos pasos:

1. En primer lugar, clonar en el vector los brazos de homologia de la region genémica que
queremos modificar. Estos fragmentos deben tener un tamafo entre 0,5-2kb vy
corresponderan a las regiones 5’ y 3’ de la regidon que queremos eliminar. Normalmente se
suelen elegir secuencias flanqueantes al primer exén codificante para romper la pauta de
lectura y no generar proteinas truncadas.

2. Una vez construido el vector con los brazos homdlogos, se inyecta en embriones de
moscas para que se produzca la recombinacién mediada por P-element y se inserte al azar.
En este paso no se observan moscas con los ojos rojos, aunque hayan incorporado el
inserto, ya que no se incorpora en todas las células por igual, sino que genera una mosca
quimérica. Es necesario que se produzca la insercion en células de la linea germinal para
gue pase a la descendencia.

3. El siguiente paso es cruzar con cepas equilibradoras para encontrar moscas que tengan el
inserto en células de la linea germinal y, a la vez, mapear en qué cromosoma se ha
insertado el fragmento. Para ello se realizan cruces con cepas que tienen 4 cromosomas



equilibradores, 2 en cada cromosoma, y permiten hacer un seguimiento de la insercién. Se
necesitan 2 cruces para determinar su localizacién, tales como se indican en el Anexo |.

Una vez obtenidas moscas con el inserto se cruzan con cepas hs-Flp, hs-Scel para provocar
la recombinacion en los brazos homodlogos insertados. En este paso ocurre lo mismo que
en el paso 2, se genera una quimera donde se espera que la integracion haya ocurrido en
células de la linea germinal.

Para eliminar falsos positivos se cruzan las moscas mosaico con ubi-Gal4[pax-GFP], de
manera que la descendencia exprese UAS-reaper y produzca la muerte en los falsos
positivos. Solo nos quedaremos con las moscas que expresen el gen mini-White mostrando
0j0s rojos.

Por ultimo, se cruza con una cepa hs-Cre para quitar los marcadores que hay entre las
secuencias loxP para tener un KO sin marcador y poder usar marcadores se quiere producir
un KI. El KO candidato debe ser confirmado por PCR con cebadores especificos de la regién
donde se debe insertar y con una PCR cuantitativa para confirmar que la expresién de ese
gen es nula.



2. Objetivos



2.0bjetivos

Los objetivos de este trabajo consisten en:

e Construccion del vector que permita la generacién del modelo KO del gen para en D.
melanogaster.

e Obtencidn de lineas estables del modelo KO.

e Optimizacidn de ensayos para la caracterizacién de moscas con genotipos sensibles a
convulsionar.
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3. Materiales y métodos

3.1. Biologia Molecular

3.1.1. Diseiio del plasmido
El plasmido objetivo se construyd a partir del vector pTVcherry (Obtenido del Dr. Baena-
Lépez). Los cebadores empleados durante todo el proceso de manipulacion genética vienen
determinados en el Tabla 2.

Tabla 2. Secuencias de los cebadores junto a sus caracteristicas y la técnica donde fueron empleados.

Secuencia del cebador (5'>3’) Tm Enzima | Direccién | Uso
GCATCCGTAGTCACTGCAACT 58,9 °C - Directo Nested PCR
CAGTTACTGATACAGATACAGAA 49,6 °C - Inverso Nested PCR
AGAGGCTAGCCAGTATTCGGGCAACTGCTG 69,1 °C Kpnl Directo PCR Brazo A
AGAGAGGTACCTGTCTATGCGGCCAACGATGA | 68,5 °C Nhel Inverso PCR Brazo A
AGAGAACTAGTTCCGACTCGATATCTGAGGAAG | 62,9 °C Spe | Directo PCR Brazo B
GTGGACATATGCTGTTCTAGT 52,6 °C Bgl Il Inverso PCR Brazo B

En la Tabla 3 se muestra las enzimas que utilizaron, sus sitios de corte y su procedencia.

Tabla 3. Enzimas de restriccion junto a su secuencia de reconocimiento y procedencia.

Enzima Sitio de corte Procedencia
Kpn | 5’-GGTAC|C-3’ | New England Biolabs
3'-C|CATGG-5’
Nhe | 5’-G|CTAGC-3’ | New England Biolabs
3’-CGATC|G-5’
spe | 5-A|CTAGT-3’ | ThermoScientific™,
3’-TGATC|A-5’ California
Bl I 5-A|GATCT-3’ | ThermoScientific™,
3’-TCTAG|A-5’ California

Durante todo el proceso de manipulacion de ADN se utilizé la cepa de E. coli DH5a
(ThermoScientificTM, California) como reservorio. Esta cepa se caracteriza por tener
mutaciones en endonucleasas endA/recA que aumentan la estabilidad del plasmido.

Para determinar las secuencias a insertar y las enzimas de restriccidbn necesarias para la
construcciéon del vector se empled el programa Seqbuilder (ADNSTAR, Inc., Madison,
Wisconsin).

3.1.2. Reaccidn en cadena de la polimerasa
Para la generacion y amplificacidon de los segmentos génicos extremos al gen que nos interesa
se utilizd la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para los fragmentos
necesarios para la clonacion con TOPO se empled el ADN polimerasa “Biotools” (Biotools B &
M Labs S.A, Madrid). Para las PCR convencionales se empled el ADN polimerasa “Phusion High
Fidelity” (ThermoFisher, Wilmington) que genera productos mas especificos y tiene menor tasa
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de error. Las condiciones de la PCR vienen descritas en la Tabla 4 y 5 segun el ADN polimerasa
utilizada.

Tabla 4. Protocolo para la PCR con el ADN polimerasa “Phusion”.

Componentes Volumen (pul)
Tampdn de mezcla x5 5
10mM desoxirribonucledtidos 05
trifosfato (dNTPs) !
10uM Cebador Directo 0,5
10uM Cebador Inverso 0,5
ADN Polimerasa Phusion 05
(2 unidades/ pl) !
ADN molde 1*
Agua Hasta 25
Total 25

Tabla 5 Protocolo para la PCR con el ADN polimerasa “Biotools”.

Componentes Volumen (ul)
Tampdn de mezcla x10 2,5
50mM MgCl2 1
10mM dNTPs 0,5
10uM Cebador Directo 0,5
10uM Cebador Inverso 0,5
ADN Polimerasa Biotools 0,5
(1 unidad/ pl)
ADN molde 1*
Agua Hasta 25
Total 25

*El ADN molde debe estar entre 1 pg hasta 10 ng. Usualmente se emplea 1 ul dado que la concentracion
obtenida estd dentro de este rango.

Para la amplificacion se utilizé un termociclador Veriti (AppliedBiosystems, California) y se usé
el programa descrito en la Tabla 6.

Tabla 6. Instrucciones de los ciclos de amplificacion.

Pasos Temp. | Tiempo | N2 de ciclos
Desnaturizacion inicial | 942C 4 min 1
Desnaturizacion 942C | 30 min
Anillamiento - 30 min 35
Extensidn 72°C -
Extension final 4°C oo 1
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La temperatura de anillamiento se varié en funcién del tamafio del cebador y el tiempo de
extensiéon va en funcidn del tipo de polimerasa utilizada y del fragmento a amplificar. En el
caso del ADN polimerasa “Phusion” es de 30 s /kb y en “Biotools” de 60 s /kb.

3.1.3. Clonacién en TOPO
Se siguio el protocolo del kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen™, ThermoFisher, Wilmington). Este
sistema se basa en una estrategia de clonaje de productos de PCR de forma rdpida y eficiente
sin la necesidad de utilizar la ligasa. La amplificacion de los fragmentos por PCR se debe
realizar con la polimerasa Taq para generar en el extremo 3’ una adenida. La reacciéon consiste
en generar la mezcla descrita en la Tabla 7 e incubar durante 5 min a temperatura ambiente.

Tabla 7. Protocolo de clonaciéon en TOPO.

Reactivo Volumen (pul)
Producto de PCR 0,5
Solucién salina 1
Agua Completar hasta 5
Vector TOPO 1
Total 6

Tanto el vector TOPO como la solucién salina adecuada vienen incorporados con el kit
comercial.

3.1.4. Electroforesis

Para la comprobacién de los distintos fragmentos de ADN producidos se utilizd una
electroforesis sélida en gel de agarosa. El porcentaje de agarosa del gel era del 0,8% vy su
mantenimiento se realizaba en la estufa a 552C. Para la tincion del ADN se utilizé Gel Red
(Biotium, Fremont, California) en una relaciéon de 15 ul por 100 ml de agarosa. Las muestras
fueron cargadas en el gel afadiéndoles el tampdon de carga 6x “LoadingDye”
(ThermoScientificTM, Wilmington). Las electroforesis se realizaron a un voltaje de 100 V
durante 20-30 min. Como marcador molecular se empledé Thermo Scientific GeneRuler ADN
1kb (ThermoScientificTM, Wilmington).

3.1.5. Extraccion de plasmidos en colonias
Para extraer el ADN plasmidico de las colonias utilizamos un kit comercial “GeneJETPlasmid
miniprep” (ThermoFisher, Wilmington). La extraccién se realiza sobre un cultivo bacteriano
previamente crecido en Luria Bertani (LB) con ampicilina durante toda la noche a 37°C. El
protocolo de extraccién se describe a continuacién:

1. Colocar 1 ml de cultivo en dos tubos eppendorf de 1,5ml. Centrifugar durante 90 s a
800 revoluciones por minuto (rpm). Eliminar el sobrenadante.

2. Afadir 300 pl de la solucién de resuspension celular y resuspender el pellet.

3. Afadir 250 pl de la solucién de lisis celular y mezclar inmediatamente 4 veces el tubo
por agitacion.

4. Anadir 350 pl de la solucion de neutralizacion y agitar 4 veces. Centrifugar a 13000 rpm
durante 5 min.
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5. Recuperar el sobrenadante y transferirlo a las columnas azules del kit. Evitar tocar el
pellet viscoso formado al fondo.

6. Centrifugar a 13000 rpm durante 1 min. Desechar sobrenadante.

7. Aiadir 700 pl de la solucidn de lavado. Centrifugar a 13000 rpm durante 1 min.
Eliminar sobrenadante. Realizar este paso 2 veces.

8. Centrifugar el tubo vacio a 13000 rpm durante 1 min para eliminar posibles restos de
etanol.

9. Anfadir de 20-40 ul de agua a 652C y centrifugar a 13000 rpm durante 1 min.

Todas las soluciones vienen incluidas en el kit. Al final de la extraccidn se realizd la
cuantificacion del ADN mediante el NanoDrop Spectrophotometer ND 1000
(ThermoScientificTM, Wilmington).

3.1.6. Digestion enzimatica
Para obtener fragmentos de ADN con extremos cohesivos complementarios se utilizaron varias
enzimas de restriccion en digestiones dobles. Para su digestion se realizé la reaccion mostrada
en la Tabla 8.

Tabla 8. Protocolo de la digestion con enzimas de restriccion.

Reactivos Volumen (pul)
ADN 10*
Enzima 1 1
Enzima 2 1
Tampdn de digestién 10x 2
Agua Hasta 20
Total 20

*Se calcula el volumen en funcion de la concentracion para obtener del orden de 1-1,5 ug.

El volumen de ADN utilizado dependera de la concentracion de partida y determinara el
volumen total al que llevar la reaccién, asi como el volumen del tampdn de digestidon necesario
en funcién del volumen final. El tiempo de incubacion es desde 4 h hasta toda la noche,
siempre que se compruebe la falta de actividad estrella de las enzimas empleadas. Todo ello a
una temperatura de 372C. El tampdn de digestidon debera ser compatible para ambas enzimas
para que funcione correctamente la digestion.

3.1.7. Ligacién
Se utilizo el ADN ligasa T4 (ThermoScientificTM, Wilmington). Se deben introducir de 20 a 100
ng de vector lineal. En este caso se utilizaron 50 ng. La cantidad de ADN del fragmento estd
determinada por el tamafio del vector y del propio inserto como se muestra en la ecuacion.
Ademas, se pueden aplicar diferentes proporciones de inserto: vector, usando en este caso
una relacién 3:1.

3 tamafio del inserto (kb) _ peso del inserto (ng)

1" tamaiio del vector (kb) ~ peso del vector (ng)

Tras calcular las cantidades de inserto y vector necesarias mezcla todo en un tubo junto a una
unidad de ligasa y tampdn de ligacidn al 1x y se deja incubar a 229C durante minimo 1 h.
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3.1.8. Purificacion
Para la purificacion se empled el kit comercial “GenelJET PCR Purification”
(ThermoScientificTM, Wilmington) y se siguio el protocolo descrito a continuacion:

e Afiadir 1 volumen de tampdn de unién igual al volumen de la mezcla de la PCR.
Mezclar vigorosamente. Asegurarse de que la mezcla se vuelve de color amarillo.

e Transferir la mezcla a una columna de purificacidon “GenelJET” y centrifugar 13000 rpm
durante 1 min. Descartar el sobrenadante.

e Afadir 700 pl de tampdn de lavado y centrifugar a 13000 rmp durante 1 min.
Descartar el sobrenadante.

e Centrifugar a 13000 rpm durante 1 minuto con el tubo vacio para eliminar restos de
etanol. Descartar sobrenadante.

e Colocar la columna sobre un tubo eppendorf de 1,5ml y anadir 50 ul de Agua a 652C o
tampdn de elucidon y centrifugar a 13000 rpm durante 1 min.

Tras cada purificacién se cuantificd el ADN usando el NanoDrop Spectrophotometer ND 1000
(Thermo Scientific, Wilmington). Las muestras pueden conservarse a -20°C.

3.1.9. Secuenciacion
Para la secuenciacidn se enviaron las secuencias a un servicio externo (Servicio de genética y
gendmica transcripcional del Centro de Investigacion Principe Felipe). En la Tabla 9 se
muestran los cebadores empleados para la secuenciacién.

Tabla 9. Cebadores para la secuenciacion junto a la secuencia que contienen.

Secuencia Nombre
5’-CTGTTGCCGAGCACCAATTCCG-3' | Cebador Directo Brazo A
5’-TATACGAAGTTATGGTACAC-3’ Cebador Inverso Brazo A
5'-TGTCAGGGAGTGAGTTTCGT-3’ Cebador Directo Brazo B
5’-CTCCGTAGACGAAGCGCCTC-3’ Cebador Inverso Brazo B

Para la secuenciacion hay que enviar 3 pl de la muestra de ADN a 200 pg/ul y 2 pl de cada
cebador a una concentracion de 10 pg/pl. La técnica de secuenciacién empleada fue la
secuenciacion Sanger.

3.1.10. Transformacion bacteriana

Se realizé una transformacién por choque térmico para introducirles el plasmido de interés. El
protocolo de transformacion consiste en anadir 2-3 ul de ADN de vector a 70 pl de células
competentes e incubar durante 20-30 min en hielo. Posteriormente se les da un choque
térmico introduciéndolas en un termobloque a 422C durante 30 s. Luego se colocan de nuevo
en hielo y se afiade 300 pl de medio de cultivo LB. Se les deja crecer a temperatura ambiente
durante 1 h para después plaguear unos 150ul en una placa de agar con resistencia a
antibiodtico. En este caso el vector tiene resistencia a ampicilina, por lo que fue el antibidtico
utilizado en las placas de cultivo.
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3.2. Caracterizacion de genotipos

3.2.1. Stock
Para los experimentos se usaron diferentes genotipos. En la Tabla 10 se muestra el nombre de
la cepa, de donde se obtuvo y su genotipo.

Tabla 10. Tipos de cepas de D. melanogaster utilizadas con su origen y genotipo.

Nombre de la cepa Origen Genotipo
Control Bloomington Drosophila Stock Center OrR (Wild type)
White Bloomington Drosophila Stock Center Wiiis
Para M. A. Tanouye para®st
Eas M. A. Tanouye eas!
Sda M. A. Tanouye sda’*°78
Cepa equilibradora Dept. Zoology, Universidad de Cambridge | w; If/Cyo; TM6B/MKRS

Las cepas se conservaron a 17,52C y las moscas utilizadas en los experimentos se mantuvieron
a 259C. Todas ellas fueron almacenadas en tubos transparentes con alimento estandar
producido segun el Anexo Il.

3.2.2. Cruces para mapear el KO
Para tener una linea estable y conocida del genotipo KO se realizaron una serie de cruces con
la cepa equilibradora para asi determinar en qué cromosoma se ha realizado la insercién del
fragmento (Anexo ).

La cepa equilibradora contiene 4 cromosomas equilibradores. Estos cromosomas son
marcadores dominantes y letales en homocigosis que presentan un fenotipo conocido y
reconocible. Ademads, en la descendencia se evitan ciertos productos de recombinacion en la
meiosis. Gracias a estos marcadores se consigue una facil selecciéon por discriminacién de
donde se encuentra el gen insertado en funcién de los marcadores que observemos (Hales et
al., 2015).

3.2.3. Ensayo de supervivencia
El ensayo de supervivencia consiste en controlar el tiempo de vida de cada genotipo. Para ello
se introducen las moscas de los genotipos control, para, eas y sda en tubos con la alimentacién
necesaria y se anota el numero de fallecimientos por dia. En los tubos se introdujeron
alrededor de 15-20 moscas y la alimentacion fue cambidandose cada 3-4 dias. El nimero total
de moscas utilizadas fue entre 60-88.

3.2.4. Ensayo de comportamiento
Se utilizaron moscas de 5 dias de vida. Se utiliza un nimero de moscas entre 5-10 por cada
tubo vacio. Después de dormirlas con CO? se deja un tiempo de espera de minimo 2 h para que
se recuperen. También es importante dejar un margen de tiempo de unos 15-20 min al
traspasarlas al tubo por si se produjese alguna convulsion en el cambio y luego no
reaccionaran, debido al “tiempo de refraccién”. Se coge cada tubo y se agita vigorosamente en
el cértex durante 10 s. Luego se grabaron en video y se contabilizé el nimero de moscas que
sufrieron convulsiones y los segundos que tardaron en recuperarse de las convulsiones.
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Cuando la mosca es capaz de ponerse de pie y andar se contabiliza como recuperada. Se
emplearon alrededor de 40 moscas en cada ensayo.

3.2.5. Ensayo de geotaxis negativa

El ensayo se modificod a partir del previamente ya descrito (Benzer, 1967). El experimento se
basa en que las moscas presentan geotaxis negativa, presentando tendencia a trepar por la
superficie de los tubos. En cada ensayo se pasaron 15 moscas de cada genotipo a tubos vacios
sin comida con una marca a 8 cm desde la base del tubo. Tras esto se golpeaban los tubos
contra la superficie para forzar que todas las moscas partieran desde la base del tubo y se
contabilizdé cudntas moscas eran capaces de pasar la marca del tubo en un intervalo de 15s. Los
experimentos fueron grabados y se produjeron 5 repeticiones por cada condicién y genotipo,
dejando un margen de 5min entre ellas. Las condiciones que se estudiaron fueron a los 10, 20
y 30 dias de vida. Se emplearon unas 20 de media moscas por ensayo

3.2.6. Ensayo de capacidad de vuelo

El ensayo de capacidad de vuelo es similar al descrito en otros estudios (Benzer, 1973).
Consiste en cuantificar la capacidad de volar de las moscas. Se durmieron las moscas con CO?y
se colocaron individualmente en placas Petri vacias. Se les dejé reposar durante 20-30 min
para que se recuperasen de la anestesia. Utilizando un matraz de 47,7cm de altura, se
colocaron las moscas encima y fueron golpeadas para que se despegaran de la placa. Se
contabilizo la distancia respecto a la altura del tubo donde se depositaban al volar. Este ensayo
se realizd a los 10 dias de vida para los genotipos a estudiar. Se emplearon 30 moscas de
media para cada ensayo.

3.2.7. Analisis de datos

Para las representaciones graficas y los analisis estadisticos empleados se utilizd el programa
GraphPadPrism 5 (GraphPad Software, Inc, California) y el Excel (Microsoft, Alburquerque). En
el ensayo de geotaxis negativa y capacidad de vuelo se realizé un analisis ANOVA en conjunto y
Bonferroni para la comparacion entre pares de columnas. Para los datos sin una distribucion
normal se aplicé el test Kruskal-Wallis ANOVA. El analisis de t-student de dos colas se llevé a
cabo para ver diferencias en el tiempo de recuperacion entre distintos sexos o distintos
genotipos en los casos con igual varianza. Cuando las varianzas no eran iguales se aplicé Mann
Whitney test. Para los experimentos de supervivencia se utilizé el método Mantel-Cox. Para
conocer si las distribuciones eran normales se aplicé el test Kolmogorov-Simirnov con el P-
value Dallal-Wilkinson-Lilliefor. La significancia estadistica de todos los andlisis se midié con el
parametro P-value, tomando como referencia el valor de alfa 0,05 (95% de intervalo de
confianza) para determinar su significacion estadistica.
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4.1. Construccion del vector

Como se ha comentado anteriormente, nuestro primer objetivo se centra en la generacion de
un modelo KO del gen para en D. melanogaster utilizando la técnica de la recombinacion
homdloga dirigida o “gene targeting”. Para ello, se empled el pldsmido pTVcherry cedido
amablemente por el Dr. Baena (Universidad de Cambridge, Reino Unido), un plasmido
construido especificamente para generar deleciones o inserciones dirigidas (Baena-Ldopez et
al.,, 2013). Para generar el KO hay que interrumpir la estructura del gen, en especial las
secuencias con regiones codificantes, para asegurarse que no se transcriba. En este caso, se
eligié6 como zona para la recombinacidon las secuencias flanqueantes al coddn de inicio de la
region codificante. Estas secuencias deben tener un tamafio aproximado de 0,5 a 1kb para que
funcione la recombinacidon homdloga.

Lo primero que se realizd fue determinar los fragmentos que se iban a clonar en el plasmido
pTVcherry. Para ello, se descargaron de las bases de datos publica “Drosophila Genomics
Resource Center “(DGRC) y “National Center of Biotechnology Information” (NCBI) la secuencia
del vector (https://dgrc.bio.indiana.edu/product/View?product=1338) y la secuencia del gen
para (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/32619), respectivamente.

Con la ayuda del programa Segbuilder se hizo el disefio experimental in silico. En la Figura 9 se
puede ver cédmo se seleccionaron las secuencias flanqueantes al codén de inicio ATG (marcado
con un recuadro rojo) del tamafio adecuado para la recombinacién homéloga, entre 0,5-1kb.
En este caso, los fragmentos a insertar fueron de un tamafio de 800pb el brazo A y 1000pb el
brazo B.

A Brazo A
5 CATGAGTAACATCTTCATTTTCTTCTCTTGCAGGCCTTGGAAATCTAAGGCTCTCATCGTTGGCCGCATAGACH CAGAAGATTCCG
e t } t } t } t t t t 1 { } } } t t + 11340
3 GTACTCATTGTAGAAGTAAAAGAAGAGAACGTCCGGAACCTTTAGATTCCGARAGTAGCAACCGGCGTATCTGTRACTGTCTTCTAAGGC
1 H E HaL A R G AG LS RS S G S U H R W P SRR a K I P
2 MRS BN S R ES B S s RS P REW s e A e S G REIiD SN D R R F R
3 T A S A TR R R R R S G S R S e S S T M T E D S
s cwcrcucermsccccnmmcAeuslmccGAC'rcGuucTsAGsAAGlAccc.\sr’rrsmccercccrrmcccsccAmcuTGcTsc
° + t t t t t t ; T ; ; t t t t t + t + + 11400
3 GAGAGTAGCAACCGGCGTATCTGTTACTGTC TTC TAAGGCTGAGCTATAGACTCCTTCTTGCGTCAAACAAGGCAGGGAAATGGGCGCTTAGTAACCACG
1 S H R "W _ P H R Q Q K | Pt R Y L R K N A V ¢ S. ¥ P E P A N H W C
2 A& L 1. v 6 R I b N D R R_FEHESEGEE GRS OR P E REE C
3 B 5 % L KA T W T E D[RS N S R ies g ViRIEE L Tipd e Rt SR e g Sy

Brazo B

Figura 9. Esquema de la zona seleccionada para la recombinacion homdloga. En la Figura A se observa parte de la
secuencia del brazo A, finalizando justo antes del codén ATG de inicio. En la Figura B se observa la secuencia del
principio del brazo B. La secuencia de los cebadores, 5’ en el caso del brazo Ay 3’ en el caso del brazo B, estdn
marcados por un recuadro negro.

Debido a que los brazos deben flanquear la secuencia ATG, los cebadores que correspondian a
esta zona estaban restringidos y no se podia buscar sitios de corte naturales. Por lo tanto, se
crearon cebadores con adaptadores, tanto para el cebador inverso del brazo A como en el
cebador directo del brazo B, que incorporarian los sitios de corte al fragmento gendmico
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amplificado. En la Figura 9 se pueden observar las secuencias de estos cebadores, marcados
con un recuadro negro, a las que se les afiadid los sitios de corte artificial.

Para seleccionar los otros extremos de los brazos se buscaron sitios de corte naturales
presentes en la secuencia que estuvieran a una distancia menor de 1kb respecto a los otros
extremos. Esto solo fue posible en el brazo B, debido a que en el brazo A se intentd utilizar un
sitio natural pero generé muchos problemas en la clonacidn, teniendo que repetir el proceso
creando un sitio de corte artificial en el cebador. Una vez escogidas las secuencias de los
brazos se insertd cada brazo consecutivamente en el vector. Se utilizaron las mismas técnicas y
métodos explicados a continuacion, salvo algunas excepciones indicadas debidas a la propia
naturaleza del fragmento a clonar.

El plasmido pTVcherry fue enviado por el Dr. Baena y se transformé en la cepa DH5a para su
mantenimiento y como reservorio. Mediante un kit de extraccidon de plasmidos se extrajeron
grandes cantidades del plasmido y se cuantificaron antes de trabajar con él.

Para obtener los fragmentos se realizé una PCR convencional usando como molde ADN
gendmico extraido de hembras del genotipo White-(w-), la cepa salvaje de D. melanogaster
que se utilizara para la generacion del KO. Para determinar si los productos de PCR coincidian
con el tamafio esperado se realizd una electroforesis en gel. En la Figura 10 se puede observar
como las bandas corresponden al tamafio de fragmento esperado en cada caso. En el caso del
brazo A, la PCR convencional generaba problemas de inespecificidad y generaba varios
fragmentos de distintos tamafios. Para solucionarlo se generdé una PCR anidada, donde se
clond un fragmento de mayor tamafio, que incluyese la regidn del brazo A, en el vector TOPO.
Este vector comercial se escogid debido a que permite una clonacién facil, rapida y altamente
eficiente sin necesidad de enzimas de restriccién o ligasas. Una vez clonado en el vector, se
utilizé este vector como molde para la PCR convencional para obtener el brazo A, utilizando el
procedimiento anteriormente descrito. Al final de cada proceso se purificd y se cuantificé la
cantidad de fragmento de cada brazo.

1000pb
1000pb

Figura 10. Geles de comprobacion de la PCR. En la Figura A se observan dos carriles, el primer carril con el marcador
molecular y sequndo con el producto de PCR para obtener el brazo A, donde se observa una banda de 800pb. En la
Figura B se observan dos carriles, el primero con el marcador molecular y el sequndo el producto de PCR para
obtener el brazo B, con una banda a la altura de 1000pb.

Una vez obtenidos los fragmentos y el vector, se realizd6 una digestién doble tanto en el
producto de PCR como en el vector pTVcherry para después hacer una ligacidn. Para la
clonacion del brazo A se emplearon las enzimas de restriccion Nhel y Kpnl y para la clonacion
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del brazo B, las enzimas Spel y Bglll. Se comprobd si el vector se habia abierto mediante una
electroforesis en gel, esperando una Unica banda del tamafio esperado para demostrar que las
enzimas habian cortado correctamente. De este modo se buscaba evitar falsos positivos en la
transformacion debidos a que la cepa DH5a incorpore el vector sin digerir y no con la
construccion.

Una vez digeridos el fragmento y el vector se purificé para eliminar las enzimas y se procedid a
realizar la ligacion entre ambos. Tras la purificacién se cuantificé para poder realizar los
calculos y poner una relacion 3:1 de fragmentos:vector en la ligacién. Como ambos han sido
digeridos con enzimas de restriccién, que producen extremos cohesivos, al afiadirlos al mismo
tubo, y en condiciones especificas de temperatura, pueden hibridar sus extremos
complementarios y juntarse. Aiadiendo la ligasa se consiguié que los extremos se unan de
forma estable y conseguimos obtener un nuevo vector con el fragmento deseado incorporado.

El siguiente paso es introducir este vector en una cepa de E. coli para aumentar su nimero de
copias y tener un reservorio. Para ello se realizd una transformacién por choque térmico en
células DH5a. Las bacterias que capten el plasmido conseguirdn resistencia a ampicilina,
debido a que el marcador de seleccidon del plasmido pTVcherry es ese gen, por lo que
cultivando estas bacterias en placas de agar con ampicilina se consiguid aislar las cepas
transformantes.

Para descartar falsos positivos y ver qué colonias habian incorporado o no el fragmento se
realiz6 una primera comprobacion mediante digestion y electroforesis. Como se observa en la
Figura 11 al digerir los plasmidos extraidos de las colonias positivas aparecen dos bandas, una
correspondiente al vector abierto, de 13kb, y la otra al fragmento insertado de interés, siendo
de 800pb en el caso del brazo A y de 1kb en el caso del brazo B.

1000pb- e « -
-

Figura 11. Gel de comprobacién de la insercion del fragmento en el vector pTVcherry. En la Figura A se observan 3
carriles. El primero corresponde al marcador molecular; el sequndo es un control de pldsmido sin digerir purificado
de la bacteria transformante; el tercero corresponde con el pldsmido digerido con Nhel y Kpnl, donde se observan 2
bandas. La banda por encima del marcador corresponde con el pldsmido digerido, de 13kb. La banda a la altura de
800pb corresponde al brazo A liberado. En la Figura B se observan 3 carriles: el primero corresponde al marcador
molecular, el sequndo corresponde al pldsmido digerido con Spel y Bglll, y el tercero al pldsmido sin digerir. En el
segundo carril se ven 2 bandas, una de 13kb correspondiente al vector digerido y otra a la altura de 1kb que
corresponde a la liberacion del brazo B.

Luego se realizé una segunda comprobacidn mediante secuenciacion del fragmento utilizando
cebadores que hibridan en regiones del vector flanqueantes a la zona de insercién del
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fragmento. La secuenciacion se encargé al Servicio de Genética y Gendmica Transcripcional
del CIPF. (http://www.cipf.es/web/portada/genomica-y-genetica-traslacional). En nuestro caso
no importa si se ha generado alguna mutacién puntual en el fragmento porque lo importante
es que mantenga una gran homologia de secuencia con las regiones flanqueantes del gen para
donde debe producir la recombinacién homéloga.

Una vez se insertaron ambos brazos en el vector y se comprobd su correcta insercién en el
vector, se procedid a inyectar el vector en embriones de moscas. Este proceso fue realizado
por un servicio externo, el Servicio de Inyeccién CBM (http://web4.com.uam.es/joomla-
rl/index.php/es/servicios/servicios-cientificos/servicio-de-transgenesis-de-
drosophila?id=1529).

4.2. Mapeo del gen

Una vez realizada la inyeccion en los embriones, se procedié al crecimiento de los mismos y a
su cruce con la cepa equilibradora. En la Figura 12 se puede observar un esquema general de
los cruces que se realizaron para el mapeo del inserto. Los cruces en detalle se encuentran en
el Anexo .

-Las moscas inyectadas no tienen el inserto en todas sus celulas, sino que son una quimera.
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-Las moscas rojas llevaran el inserto al azar en el genoma.
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Si la insercion esta en el cromosoma IT: La moscas con 0jos rojos solo tienen uno de los 2 marcadores
de este cromosoma (If y Cyo), en cambio las moscas con ojos blancos muestran los 2 a la vez.
F2

Si la insercion esta en el cromosoma III: La moscas con ojos rojos solo tienen uno de los 2 marcadores
de este cromosoma (MKRS y TM6b), en cambio las moscas con ojos blancos muestran los 2 a la vez.

Figura 12. Esquema de los cruces realizados para el mapeo de la insercion. Los puntos y comas separan los
cromosomas los diferentes I, Il y Ill. Las siglas If, Cyo, MKRS y TM6b hacen referencia a los cromosomas
equilibradores que sirven para seguir y mapear la insercion. En el primer cruce, la mosca inyectada tendrd el inserto
en uno de los cromosomas. Al cruzarlo por la cepa equilibradora seleccionaremos solo las moscas con ojos rojos, que
indicardn que tienen el inserto. Luego, se realiza un segundo cruce con la cepa equilibradora para determinar en qué
cromosoma estd, si en el Il o el lll, segun los marcadores que aparezcan en la descendencia. Los cruces detallados se
encuentran en el Anexo I. Imagen modificada. Fuente: Tesis doctoral del Dr. Victor Lopez del Amo.
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De los embriones inyectados, 68 llegaron al estado de pupa, pero solo 56 nacieron. Del total de
moscas nacidas se obtuvieron 21 hembras y 35 machos. En el primer cruce se puso a cada
hembra de la cepa inyectada con tres machos de la cepa equilibradora y a cada macho de la
cepa inyectada con 3 hembras de la cepa equilibradora. Del primer cruce se hizo un pase a
otro tubo, generando 2 replicados para asi tener mas descendencia. Las hembras y machos se
recolectaron en estado de pupa para garantizar que fueran virgenes y controlar la segregacion
de los apareamientos. De todas las moscas que se cruzaron, 4 machos fueron estériles.

Se contabilizaron alrededor de 3000 moscas donde se obtuvieron 2 moscas machos que
mostraban los ojos rojos, indicando que habian integrado el fragmento inyectado. El siguiente
paso fue volver a cruzar estas 2 moscas por la cepa equilibradora para poder determinar en
gué cromosoma se habia insertado. El segundo cruce se realizdé con el mismo procedimiento
anterior, tal y como se observa en el Figura 12. En la descendencia del primer macho se
obtuvieron moscas con los ojos rojos y otras con los ojos blancos. Las moscas con el fenotipo
ojos rojos tenian uno de los dos cromosomas equilibradores del cromosoma I, o bien Cyo o If.
En cambio, la descendencia de ojos blancos presentaba ambos equilibradores del cromosoma
Il a la vez, demostrando que el fragmento se insertdé en el cromosoma Il. En el caso de la
segunda mosca ocurrié lo contrario, la descendencia con ojos rojos tenia uno de los
cromosomas equilibradores del cromosoma lll, o bien TM6B o MKRF, y la descendencia de ojos
blancos tenian ambos cromosomas equilibradores, lo que indica que la insercién se produjo en
el cromosoma lIl.

La generacidon de un modelo KO es un trabajo largo de varios meses. En este trabajo se ha
conseguido llegar hasta los primeros pasos para la obtencién de una cepa KO en el gen para.
Una vez superada la fase molecular y rastreado la localizacidn de la insercidn, el siguiente paso
es cruzar por moscas hs-Flp y hs-Scel para generar linealizar el inserto y generar la
recombinacidn homéloga para obtener definitivamente el KO. También hay un cruce posterior
por cepas ubi-Gal4 para eliminar falsos positivos por inserciones al azar no deseadas. Estos
siguientes pasos no se recogen en el trabajo debido a que la generacién del KO sigue, a fecha
de hoy, en proceso.

4.3 Optimizacion de ensayos de caracterizacion

Tras explicar el proceso de generacion del KO se procede a mostrar los ensayos realizados para
la caracterizacién de moscas BS. Estas moscas muestras fenotipos de estado epiléptico con
diferentes genotipos y son empleadas en el estudio de enfermedades relacionadas con las
convulsiones, como es en el caso del SD. En este trabajo se emplearon 3 cepas BS: para®*,
eas’, y sda®°78, En este apartado serdn nombradas como los genotipos para, eas y sda
respectivamente. Con estas cepas se realizaron diferentes ensayos: supervivencia,
comportamiento, y andlisis de la actividad locomotora (geotaxis negativa y capacidad de
vuelo). El objetivo de estos ensayos es conocer el comportamiento de los genotipos BS y
familiarizarse con ellos para controlar mejor la metodologia de los ensayos y poder

optimizarlos al aplicarlos posteriormente a la cepa KO que se esta generando.
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4.3.1 Ensayo de supervivencia

Los genes que causan el fenotipo BS son distintos y tienen implicaciones a nivel del
metabolismo muy diferentes. El gen para codifica para un canal de sodio importante en la
transmisién del impulso eléctrico en el sistema nervioso. En cambio, el gen eas codifica para
una etanolamina kinasa, que interviene en la ruta de la sintesis de fosfatidiletanolamina
(Pavlidis et al., 1994). El gen sda codifica la aminopeptidasa N y se expresa en el sistema
nervioso central en ciertos estados del desarrollo (Zhang et al., 2002). Como se puede apreciar,
estos genes realizan funciones muy distintas, por lo que su efecto en la vida media de D.
melanogaster puede ser distinto. En este ensayo se pretende observar como afectan las
mutaciones en estos genes a la vida media de D. melanogaster y si la variacion es
significativamente distinta con respecto a la cepa control. En la Figura 13 se observan las
diferentes curvas de los fenotipos estudiados.

Ensayo de supervivencia
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Figura 13. Representacion del porcentaje de moscas vivas en funcion del tiempo de vida para los 4 genotipos
estudiados: Control, para, eas y sda. Las moscas fueron mantenidas en grupos de 15. Los datos corresponden al
porcentaje de moscas vivas total. El nimero de moscas de cada genotipo es de 80 para el control y para y de 60 para
eas y sda. La vida media del control y sda fue de 58 dias, 36 dias para el para y 40 dias para el eas. Las curvas
muestran diferencias significativas aplicando el test Mantel-Cox, con un P-value < 0,001.

En todos los genotipos se puede observar como la poblacidn de moscas se mantiene constante
hasta los 30-40 dias de vida, a excepcidon del genotipo para que estd afectado desde los
primeros dias. A partir de esa edad comienzan a aumentar su mortalidad hasta llegar a su vida
maxima. El control y el genotipo sda llegan a 70 dias de vida maxima. En cambio, el genotipo
para alcanza los 63 dias de vida y el genotipo eas hasta los 50 dias, siendo el que menor
esperanza de vida tiene. La vida media del control y del genotipo sda es de 58 dias, del
genotipo para es de 36 dias y del genotipo eas es de 40 dias.
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El genotipo para es el mas destacado ya que la mortalidad sigue una tendencia casi lineal
desde los primeros dias de vida, siendo una tendencia continua que contrasta con el control,
gue se mantiene constante hasta los 30 dias de vida. Aun asi, la vida mdxima es muy similar a
la del control, siendo solamente 10 dias menor a la maxima del control. Al realizar el Test
Mantel-Cox se obtuvo un P-value<0,0001, demostrando que son curvas significativamente
distintas.

Al comparar el genotipo eas con el control, también observamos una diferencia estadistica
significativa (P-value<0,0001) frente al control. El genotipo eas, aunque en los primeros dias de
vida se mantiene constante como el control, comienza a descender mucho mas rapido a partir
de los 30 dias de vida y el 100% de la poblacion muere 20 dias antes que el control.

En el caso de las curvas de supervivencia del control y el genotipo sda no parece haber
diferencias entre ellas. Al realizar el test Mantel-Cox se obtuvo un P-value de 0,292,
determinando que no habia diferencias significativas entre los genotipos.

4.3.2 Ensayo de comportamiento
Al estar estudiando cepas BS, donde la caracteristica comin entre ellas es el estado de
epilepsia, un ensayo muy comun para caracterizarlas es un ensayo de comportamiento
(Pavlidis et al., 1994; Zhang et al., 2002; Parker, et al., 2011). El ensayo consiste en contabilizar
el porcentaje de moscas que sufren convulsiones tras un estrés mecdnico y la duracion de
estado epiléptico de las moscas que lo sufran. Con este ensayo se pretende medir como
afectan sus mutaciones a propiciar las convulsiones.

En la Figura 14 se observa el porcentaje de moscas que sufre convulsiones en cada genotipo.
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Figura 14. Representacion del porcentaje de moscas que convulsionan en funcion de genotipo y género. Las
moscas se mantuvieron en grupos de 10. Cada tubo fue agitado mecanicamente durante 10 s y luego se contabilizd
el numero de moscas que presentaba convulsiones. El niumero de moscas contabilizadas por cada genotipos fue de
~40. Los datos representan el porcentaje medio de cada tubo junto a su error estdndar. En andlisis de varianza de
dos vias (ANOVA two-ways) mostro la diferencia significativa respecto al control (P-value<0.001).
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Como se puede observar, las diferencias entre los genotipos BS y el control son altamente
significativas. Ninguna de las moscas control sufrié convulsiones. En cambio, se observa que
los genotipos BS tiene sensibilidad a convulsionar. El genotipo para es el que mayor porcentaje
tiene de moscas que sufren convulsiones, siendo muy cercano al 100% de la poblacién
muestreada. En cambio, se observa como el genotipo eas tiene un impacto en las convulsiones
medio de 72,35%, sufriendo convulsiones 3 de cada 4 moscas analizadas. En cuanto al
genotipo sda se observa un porcentaje cercano al 100% en las hembras y un porcentaje del
70% en los machos. En los otros genotipos, la diferencia entre géneros dentro de un mismo
genotipo no presenta una diferencia significativa. El analisis de la varianza (ANOVA) de dos
factores demostré que habia diferencias significativas frente al control (P-value<0,001).

Seguidamente se analiza el tiempo de recuperacidn, es decir, cuanto tardan las moscas que
sufrieron convulsiones en recuperarse, pudiendo volver a caminar dentro del tubo. En la Figura
15 observamos la distribuciéon de los diferentes tiempos de recuperaciéon en funcién de
genotipo y género.
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Figura 15. Representacion de la distribucion poblacional de los diferentes tiempos de recuperacion en funcion del
genotipo y el género. Las moscas se agruparon en tubos de 10. Se midid el tiempo que tardaban en volver a ponerse
de pie tras un choque mecdnico de 10 s. El numero de moscas de cada ensayo es de ~40. Los datos muestran la
distribucion poblacional del tiempo de recuperacion de cada genotipo. Para comparar todos los genotipos se realizo
un ANOVA de un factor, mostrando diferencias significativas (P-value<0.001). Para comparar entre géneros se
realizé un test t-student para los datos que cumplian una distribucion normal. Los genotipos para y sda mostraron
diferencias significativas entre sexos (P-value<0.01) pero el genotipo eas no (P-value>0.2).

Como se puede observar, la distribucién muestral es muy diversa. El genotipo eas abarca un
rango entre 20 s y 50 s, el genotipo sda tiene todavia un rango menor, desde 5 s hasta 28 s.
Estos rangos son mucho mds pequefios comparados con el del genotipo para, que abarca
desde los 14 s hasta los 339 s, cerca de los 6 min. Esto es debido a que el genotipo para tiene
una fase mas dentro de sus convulsiones, la fase ténico-cldnica (Parker, et al., 2011) que le
genera una nueva convulsion seguida de otra paralisis antes de generar la convulsidon de
recuperacion final. La media de tiempo que tardan en recuperarse es de 123 s para el genotipo
para, de 31 s para el genotipo eas y de 17,75 s para el genotipo sda. El genotipo mas agravado
es el para, sacando una diferencia de unos 100 s con respecto al menos perjudicado, el
genotipo sda. El analisis ANOVA de un factor mostrd una diferencia significativa entre todos los
genotipos (P-value<0,001).
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A continuacién, se procede a analizar cada genotipo por separado para determinar si hay
diferencias entre género, ya que algunos de los genes estudiados (para y eas), estan sobre el
cromosoma sexual de D. melanogaster y podria influir.

En el caso del genotipo para, podemos ver como hay una desviacién en la media de ambos
géneros, dando lugar a un menor tiempo de convulsién en las moscas hembras que en los
machos. El F test dio un P-value de 0,442, indicando que las varianzas no son diferentes
significativamente. Haciendo un andlisis estadistico t-student se obtuvo un P-value de 0,0077,
siendo, por lo tanto, significativamente distintas. Los tiempos medios de cada tienen una
diferencia de 30 s.

En el caso del genotipo eas no se observa una gran diferencia entre sexos. La diferencia en los
tiempos medios es de 4 s. El P-value en el t-student de dos colas fue de 0,2756 y en el F test de
0,9168, por lo que las medias y las varianzas de ambos no son significativamente diferentes.

Sin embargo, para el genotipo sda se encontraron diferencias respecto a la media y respecto a
su varianza. Para la varianza, en el F test ocurrid algo similar, se obtuvo un valor de 0,0013,
mostrando diferencias entre varianzas significativas. En el caso de la media, el Mann Whitney
test generé un P-value de 0,007, siendo significativa la diferencia. La diferencia en los tiempos
medios de machos y hembras es de 4 s. En la grafica podemos observar cdmo en el caso de las
hembras se concentran mucho mas los puntos sobre la media. En cambio, en los machos, la
distribucion es mucho mas homogénea a lo largo de todo el rango, pudiendo generar esta
diferencia significativa estadisticamente.

De todos los genotipos analizados, el genotipo para es el que mayor tiempo de recuperacion
necesita, tardando varios minutos de media, y hay una diferencia entre sexos, necesitando las
hembras menos tiempo. En cambio, el genotipo eas y sda no alcanzan los 60 s y solo se ha
visto diferencia entre los sexos del genotipo sda.

4.3.3 Ensayo de geotaxis negativa

Un fendmeno particular que presentan las moscas es la geotaxis negativa: una tendencia a
escalar por las paredes del tubo en sentido ascendente cuando se les hace caer a la base del
tubo con un pequefio golpe. Este ensayo se ha empleado en diferentes estudios para
caracterizar cepas de D. melanogaster en modelos de neurodegeneracion (Barone et al., 2013;
M’Angale et al. 2016). Con este ensayo se quiere estudiar cdmo afectan las mutaciones
causantes de fenotipos BS a la locomocién de las moscas en su escalada. Tras pasar por un
estado epiléptico, las moscas BS ya recuperadas tienen ciertos espasmos caracterizados por
aleteo espontaneo o agitacién de una pata trasera. Por ello, estos ensayos se llevaron a cabo
con especial cuidado de no generar un estrés mecanico que activara el estado de epilepsia y
pudiera influir en los resultados.

En la Figura 16 se representa el porcentaje de moscas que escalan en funcion de su genotipo a
3 edades distintas: 10, 20 y 30 dias.
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Figura 16. Representacion del porcentaje de escalada en funcion del tiempo para los diferentes genotipos
estudiados: control, para, eas y sda. Se agruparon las moscas en tubos de 10. Se colocaron en tubos vacios y se
midid la cantidad de moscas que era capaz de subir 8cm en 15 s tras recibir un golpe. El ensayo se realizé a los 10, 20
y 30 dias. El numero total de moscas por cada ensayo es de ~20. Los datos representados son el porcentaje medio de
moscas que consiguieron escalar junto al error estdandar. Se realizé un andlisis ANOVA de dos factores para medir
diferencias significativas. El genotipo para mostrd en todos los dias diferencias significativas respecto al control (P-
value<0,001). El genotipo sda mostro diferencias significativas a los 20 dias, pero de baja significancia (P-
value<0,05).

A los 10 dias de vida se observa que el porcentaje medio de escalada en el control y el
genotipo eas son similares, cerca del 65%, y el del genotipo sda superior, sin ser significativo,
de 76%. En cambio, en el genotipo para la media esta en 11%, muy inferior al resto. Tras un
andlisis ANOVA de dos factores se determind que el genotipo para era distinto
estadisticamente respecto al control (P-value<0,001) pero los otros dos genotipos no (P-
value>0,05). A los 20 dias se produce una disminucidn ligera de estos porcentajes medios en
todos los genotipos, fruto del envejecimiento. En el genotipo eas se observa una disminucién
mas acusada, un 12% menos, con respecto los demds genotipos, que tiene una disminucién no
superior al 5%. El genotipo para mantiene su diferencia significativa (P-value<0,001) y genotipo
sda llega a ser significativamente distinto del control a los 20 dias (P<0.05). A los 30 dias los
genotipos vuelven a mostrar una disminucion debida a la edad. En este caso el genotipo sda es
quien tiene la mayor disminucion, casi de un 30%, llegando al nivel del control. En este caso,
solo el genotipo para muestra diferencia significativas respecto al control (P-value<0.001).

En resumen, las moscas para presentan una menor capacidad locomotora muy destacada
respecto al control. Por lo que se refiere al genotipo eas, solo se detectd una disminucién mas
pronunciada a los 20 dias. El genotipo sda no presenté ningun defecto de escalada hasta los 30
dias y presentd una mayor capacidad de escalar el tubo a los 20 dias respecto las moscas
control.

4.3.4 Ensayo de vuelo
Otro ensayo utilizado para la caracterizacion de la actividad locomotora de las moscas, es
cuantificar su capacidad de estabilizar el vuelo. Este tipo de ensayo se ha utilizado en la
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caracterizacién en estudios de neurodegeneracion (Pesah et al. ,2004; Zhu et al., 2015). El
ensayo consiste en precipitar las moscas desde lo alto de un tubo, de 47,7cm y 8cm de
didmetro, y observar cuantos centimetros caen hasta estabilizar el vuelo. A mas centimetros
significa que las moscas tienen una menor capacidad de estabilizar el vuelo.

En la Figura 17 se representa el porcentaje de moscas que no vuelan y el nimero de moscas
que vuelan frente a los centimetros de distancia que cayeron hasta controlar el vuelo y reposar
en las paredes.
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Figura 17. Representacion dela capacidad de volar en cada genotipo. En la Figura A se representa la distancia
media recorrida por cada genotipo antes de volar en porcentaje sobre el valor total de la longitud del tubo, 47.7cm.
Se contabilizé la distancia de caida de cada mosca por separado. El numero total de moscas por genotipo fue de
~40. La diferencia estadistica entre los genotipos se determiné con un ANOVA de un factor. El genotipo para mostro
diferencia significativa con los demds genotipos (P-value<0.001). En las figuras B, Cy D se representa la distribucion
poblacional en funcion de la distancia en la que caen antes de volar en los genotipos para, sda y eas
respectivamente. Se contabilizé el numero de moscas que habia por intervalo. Los intervalos fueron de 5cm.

Como se puede observar en la Figura 17A, el genotipo para tiene una mayor tendencia a caer
al fondo del tubo, ya que el 38% no son capaces de estabilizar el vuelo y caen a la base del
tubo en los ensayos. Esta diferencia es significativa (P-value<0,001) al realizar un andlisis
ANOVA de un factor. El porcentaje de caida de los genotipos eas y sda es similar al control, no
mostrando una diferencia con significancia estadistica (P-value>0,05). En la Figura 17B se
puede ver como el genotipo para tiene tendencia a caer mas lejos del principio del tubo. Esto
puede estar relacionado con la falta de locomocidon observada en el ensayo de geotaxis
negativa. En la Figura 17C y D se observa que la distribucion de los genotipos sda y eas. En el
genotipo sda la mayor parte de las moscas tiene tendencia a volar antes de caer 10 cm del
tubo. En cambio, el genotipo eas tiene su mayor numero a los 5cm de la longitud del tubo. La
distribucidn de las curvas de estos genotipos se asemeja a la curva del control. En cambio, la
curva del genotipo para es opuesta al control, mostrando cémo la mayoria de las moscas caen
después de los 10-15 cm.
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5.Discusion



5. Discusion

En este trabajo se ha iniciado la generacién de un modelo KO del gen para en D. melanogaster
que, hasta la fecha, no existe. Se ha conseguido clonar los brazos de homologia del gen de
para para obtener el constructo que ha servido para inyectar los embriones de D.
melanogaster. Tras la inyeccidn, se han obtenido lineas estables (en concreto dos lineas) que
contienen el constructo insertado en puntos aleatorios del genoma. Dichas lineas han sido
mapeadas para localizar la ubicacion de los insertos, como se explica anteriormente, y se ha
comprobado que una linea presenta el inserto en el cromosoma I, mientras que la otra lo
contiene en el cromosoma lll. Dichas lineas son el punto de partida para iniciar la liberacion del
inserto y posterior recombinacién que dara lugar al KO, siguiendo el protocolo descrito por
Baenay colaboradores (Baena et al., 2013).

El fenotipo esperado tras la generacion de un KO no es predecible y depende
fundamentalmente de la funcién del gen eliminado. En algunos casos no se muestra ningun
fenotipo detectable a simple vista (datos no publicados del laboratorio), y en algunos casos
puede generar letalidad (Yamamoto et al., 2014). En ratdon se han generado modelos KO de
SCN1A (Frank et al., 2006) y se ha conseguido que presenten convulsiones si se conserva una
copia sana del gen. Pero en caso de que las dos copias resulten mutadas, los ratones presentan
ataxia y baja esperanza de vida, demostrando que los canales Navl.1 son importantes durante
el desarrollo y para el mantenimiento de la homeostasis en estado adulto.

En D. melanogaster se ha generado un modelo KI donde se ha mutado un aminodacido
conservado el gen original para, correspondiendo dicha mutacion a la mds comidn en SCN1A en
los enfermos con SD (Schutte et al.,, 2014). En este modelo se observd que la mosca
presentaba convulsiones ligadas a choque térmico, mostrando un comportamiento similar a lo
gue ocurre en pacientes de SD (Dravet, 2011).

El gen para tiene 117 alelos (Kroll et al., 2015), donde se recogen una variabilidad fenotipica
muy dispar. Unos alelos desarrollan sensibilidad a la paralisis con la temperatura (Suzuki et al.,
1971), otros con el estrés mecanico (Parker et al. 2011) y otros son mutaciones supresoras de
las convulsiones (Kuebler et al., 2001), por lo que predecir qué puede producir la eliminacion
del gen para es muy arriesgado.

En los ensayos de comportamiento se observd que el genotipo para es el que mayor tasa de
convulsiones presenta. Ademads, también mostré el mayor tiempo de recuperaciéon. En
comparacién con el genotipo eas, donde la funcidn afectada es la etanolamina kinasa (Pavlidis
et al., 1994), y el genotipo sda, donde la funcién afectada es una aminopeptidasa N (Zhang et
al., 2002), el genotipo para tiene afectado el canal dependiente de voltaje de sodio Navl.1
(Parker et al., 2011). Esta proteina estd mas directamente relacionada con la transmision del
impulso nervioso que las otras dos, debido a que su funcidn principal es controlar el potencial
de membrana en las neuronas (Parker et al., 2011), por lo que es mas probable que una
modificaciéon de su funcién tenga consecuencias mas drasticas a nivel de las crisis epilépticas
comparadas con los otros genotipos. En el caso del genotipo sda la duracidon de las
convulsiones es mucho menor, lo que sugiere que la implicacién de la aminopeptidasa N en el
impulso nervioso deberia ser menor. En anteriores estudios se muestran unos resultados
similares a los de este trabajo (Zhang et al., 2002). Actualmente no se conoce el papel de la
aminopeptidasa N en el sistema nervioso, pero se ha sugerido que interviene en la alteracion
del sistema nervioso mediante la sefializacién por Ca**(Santos et al., 2000). El genotipo eas
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muestra un menor nimero de convulsiones y su tiempo de recuperacién es también menor al
genotipo para. Este ensayo se ha realizado en otros estudios (Parker et al., 2011; Zhang et al.,
2002) y se han contemplado tiempos medios similares a los obtenidos en este trabajo. Se
conoce que la etanolamina kinasa juega un papel importante en la sintesis de los fosfolipidos,
en concreto la fosfoetanolamina, influyente en el correcto desarrollo del sistema nervioso
(Pascual et al. 2005). Aun asi, las causas que hacen que un defecto en esta proteina genere un
funcionamiento anormal en las neuronas y produzca convulsiones frente a ciertos estreses no
estan aclaradas aun.

En los ensayos de supervivencia se puede observar cémo el genotipo para es el que mas afecta
a la vida media de los genotipos estudiados, generando un descenso continuo durante todo su
rango de vida. Esto puede estar relacionado con la persistencia de las convulsiones que se
observaron en el ensayo de comportamiento. Este genotipo es el mas sensible a sufrir una
convulsion y éstas tienen una duracion mucho mayor que otros genotipos, pudiendo quedar
secuelas que afecten a su desarrollo normal y provoquen una degeneracién del sistema
nervioso, que ocasionaria la muerte mas temprana. En el genotipo eas la poblacién desciende
mucho mas rdpido a partir de su vida media que los otros genotipos estudiados, generando la
esperanza de vida del genotipo eas sea 20 dias menor la del control. Esto puede ser debido a
que la funcién del gen mutado tenga mayor relevancia en las etapas mas tardias de la mosca y
eso genere una mortalidad mds brusca llegado a dichas etapas. En las bases de datos de
expresidon no se encontré informacidon en las etapas adultas, por lo que un ensayo de
cuantificacion de la expresién en diferentes etapas y tejidos podria ayudar a obtener mas
informacidn al respecto para dilucidar la respuesta. En el caso de sda, la curva de supervivencia
no muestra diferencias significativas respecto a la del control, demostrando que el defecto en
la aminopeptidasa N no genera un aumento de la mortalidad en este genotipo. Esto puede
estar correlacionando con el menor niumero de convulsiones comentado en el ensayo de
comportamiento. Este gen tiene 2 transcritos que se expresan en los tres niveles (embrionario,
larva y adulto) pero las cepas mutadas de sda no expresan el primero (Zhang et al., 2002). Es
posible que este segundo transcrito sea suficiente para el mantenimiento vital de la mosca y
solo se manifieste un defecto (convulsiones) frente a un estrés mecanico, permitiendo que la
mosca tenga una vida normal el resto del tiempo. En otros estudios se muestran unos
resultados semejantes a los obtenidos en este trabajo para el genotipo para y eas. (Fergestad
et al. 2008). No se han encontrado ensayos de supervivencia realizados el genotipo sda, por lo
que estos datos podrian servir para caracterizar mejor esta cepa en futuros ensayos.

Respecto a los ensayos de vuelo y geotaxis negativa, estos estan relacionados con la actividad
locomotora (M’Angle & Staveley, 2016; Barone & Bohmann, 2013). En la bibliografia no se han
encontrado ensayos de este tipo en las cepas BS de este trabajo, por lo que la informacion
obtenida podria servir de ayuda para caracterizar mejor estos genotipos. En el caso del
genotipo para se muestran una disminucidn de la actividad locomotora muy evidente respecto
al control y los demas genotipos. En estos ensayos se demuestra que la capacidad de volar y
trepar estd deteriorada. Esto implicaria que el gen para puede estar implicado en la
transmisién del impulso nervioso en neuronas motoras, generando deficiencia en la actividad
locomotora si el gen estda mutado. En el genotipo sda, los datos de los ensayos de vuelo y
geotaxis negativa muestran un comportamiento no muy distinto respecto la cepa control,
aunque en el caso de la geotaxis negativa se observa una mejor actividad locomotora a los 20
dias. Una explicacién es que la pérdida de la actividad locomotora con la edad afecte antes al
control que al genotipo sda, lo que generaria una diferencia significativa a los 20 dias, cuando
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el genotipo sda no habria perdido actividad, pero no a los 30 dias, cuando el genotipo sda ya
habria perdido actividad y se igualaria a los porcentajes del control. En otros estudios se habla
de un comportamiento normal en cuanto al vuelo y la geotaxis-negativa (Zhang et al., 2002).
En cuanto al papel del gen eas en la actividad locomotora, no se muestran datos que
demuestren una alteracidn de esta actividad en los ensayos de geotaxis negativa y de vuelo.
Esto puede explicarse debido a que no es una proteina de canal, como en el caso de para
(Parker et al. 2011), que pueda estar directamente relacionada con la estimulacion de las
neuronas motoras, sino que esta enzima interviene en la generacién de ciertos fosfolipidos, en
concreto la fosfatidiletanolamina (Pavlidis et al., 1994). Se ha observado en moscas eas que el
fallo en la estimulacion del sistema nervioso se produce en la sinapsis de las interneuronas del
musculo dorsal longitudinal destinado al vuelo, mientras las uniones neuromusculares se
mantienen funcionales (Pavlidis & Tanouye, 1995). Esto podria explicar el hecho de que
mantengan su actividad locomotora normal pero también sufran convulsiones tras un estrés
mecanico.

Estos ensayos son Utiles para la caracterizacion de moscas BS, pues estdn relacionados con
sintomas o caracteristicas comunes en enfermedades epilépticas. En el SD el sintoma mas
comun es el estado epiléptico, pero también desarrollan dificultades en el aparato locomotor,
mostrando ataxia o hipotonia muscular y su esperanza de vida es menor (Dravet, 2011). Por
ello, se han escogido estos ensayos para la caracterizaciéon de las cepas BS. Otros ensayos
interesantes serian el de electrofisiologia, siendo muy empleado para caracterizar estas cepas
(Parker et al., 2011; Pavlidis et al., 1994; Zhang et al., 2002) y el de respuesta a choque
térmico, el cual seria interesante ya que en los pacientes de SD suele relacionarse las
convulsiones con fiebre (Dravet, 2011).

Este trabajo estd dentro de un proyecto mayor. El objetivo final del proyecto es generar
modelos KI del gen SCN1A humano en D. melanogaster con las mutaciones de pacientes con
SD. Para ello, se empleara la secuencia de ADNc humano con dos objetivos distintos. Primero
se utilizard para el rescate del KO vy, por otra parte, se utilizard para realizar mutagénesis
dirigida por PCR convencional y originar las mutaciones de cada uno de los pacientes. Con el
ADNc mutado se procedera a crear modelos de precision en D. melanogaster. Su funcidn es
poder estudiar con mayor profundidad las alteraciones que producen las mutaciones de este
gen, y poder emplearlo como modelo de medicina personalizada para el cribado de nuevos
farmacos. Este modelo seria mas preciso a la hora de evaluar farmacos que los anteriores ya
que la proteina del canal de sodio sobre la que el fdrmaco debe actuar seria exactamente la
misma que en humanos, generando datos mas extrapolables que los anteriores modelos. El
modelo KO que se estd generando y los siguientes modelos Kl procedentes del mismo tendran
una serie de caracteristicas que deberdn que ser estudiadas y analizadas. Los ensayos
generados en cepas BS permiten comprender cuales son los comportamientos mds comunes
de cepas con ataques epilépticos y asi familiarizarse con las técnicas que mads tarde se
emplearan con el modelo KO.
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6.Conclusion



6.Conclusiones

En este trabajo se han obtenido las siguientes conclusiones:

e Se ha conseguido completar la fase molecular de la generacién de un modelo KO del
gen para y se ha llegado a obtener moscas transgénicas y localizar la posicion de su
inserto a nivel de cromosoma. Los siguientes 2 cruces que quedan y el cribado de
positivos permitiran que en un par de meses la obtencién del modelo KO.

e Los ensayos de caracterizacion han proporcionado informacidn interesante sobre la
importancia del gen para en la calidad de vida de D. melanogaster, mostrando una
menor esperanza de vida y una deficiencia en su actividad locomotora mas
pronunciada que los otros genotipos ensayados.

e La aplicacién de los ensayos ha permitido coger destreza y ponerlos a punto en cuanto
a su correcta ejecuciéon, precision y reproducibilidad. Esto permitird caracterizar
moscas sensibles a convulsionar como las que se espera obtener con el KO y los
posteriores modelos de medicina de precisidon derivados del KO

e Gracias a este trabajo, se ha avanzado en la creacion de un modelo KO que ayude al
estudio del sindrome de Dravet y permita la creacion de modelos de medicina de
precision, dando esperanzas a los familiares y afectados de una mejora en su calidad
de vida.
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Anexo |

Las moscas inyectadas con el vector incorporaran el fragmento al azar en el genoma. Aqui se
describen las posibles inserciones en el cromosoma Il y lll, los cruces y descendencia que se

produciria en cada caso.

Cromosoma ll:
Posibilidades del 12 Cruce
P _ Inserto + _ If MKRS
wo; ;X W
+ + Cyo TM6b
F1 1 w- Inserto MKRS - Inserto TM6b
YT T T
Inserto MKRS _ Inserto TM6b
2. W™ ; 6. w7 ;
Cyo + Cyo +
3 w- + MKRS 7 - + TM6b
W If + W IfT +
+ MKRS + TM6b
4, w~; ; 8. w~; ;
Cyo + Cyo" +
Cromosoma lil:
P _+ + _If MKRS
W ,— T AW, )
+ Inserto Cyo TM6b
F1 L - + MKRS 5 - + TMé6b
W ST T W —, ————
If " Inserto If " Inserto
+  MKRS I TM6b
2. W~ ; 6. W~ ;
Cyo  Inserto Cyo  Inserto
3 - + MKRS - + TM6b
LW W
If  + If’ +
+ MKRS _ + TMéb
4, w; ; 8. w~; ;
Cyo + Cyo" +
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Los genotipos con el recuadro rojo son los que mostraran fenotipo de ojos rojos y se
emplearan para el segundo cruce.

Posibilidades del 22 Cruce

Cromosoma ll:

F1 + Inserto If MKRS
W i TF6Cyo MKRS6TM6B ¥ 'Cyo’ TM6b

_ I+
F2 _If Inserto W "Cyo’ TM6b
LW tye’ TMGD oo
If Inserto "Cyo’ MKRS
Cyo’ MKRS If MKRS

5.
W i Cye’ TM6b

2. W

Cromosoma lll:

F1 _ Inserto + _ If MKRS
W i1 6 Cyo’ MKRS 6TM6B " Cyo’ TM6b

4+  MKRS
F2 _ Inserto MKRS > Cyo TM6b
LW e  TMeb . W_.CJ’O. MKRS
Inserto MKRS " If ' TM6b

If ' TM6b _ + MKRS

5. P
Y TF TMé6b

2. W™

Solo existen 5 posibles genotipos en cada cruce debido a que los cromosomas equilibradores
(If, Cyo, MKRS y TM6b) generan letalidad en homocigosis. De esta manera se observa como
solo las moscas que no llevan el inserto pueden presentar todos los marcadores.

-Si el inserto esta en el cromosoma Il: Solo se observaran en moscas rojas uno de los 2
marcadores equilibradores del cromosoma |l.

-Si el inserto esta en el cromosoma lll: Solo se observardn en moscas rojas uno de los 2
marcadores equilibradores del cromosoma lll.
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Anexo |l

Para la preparacion de la comida se hacian tandas de 2L segun el siguiente procedimiento:

1.

w

10.

Mezclar los siguientes ingredientes en alicuotas:

a. 20gde agar

b. 20 g de harina integral de soja

c. 120 g de harina de maiz

d. 100 g de azlcar
Calentar alrededor de 1,2L de agua estéril (tipo Il) durante 5 min.
Mezclar la alicuota con el agua recién calentada.
Pesar 60 g de levadura y afiadirselo a la mezcla. Mezclar con una batidora hasta que
este uniforme.
Tapar la mezcla con papel de aluminio e introducir en el autoclave a 1202C durante 30
min.
Una vez esterilizado, dejar enfriar un poco. Afiadir 10ml de acido propidnico y 20ml
Nipagin como antibacteriano y antifungico, respectivamente.
Calentar 700ml de agua estéril (tipo Il) durante 5 min. Una vez caliente, afiadir a la
mezcla.
Mezclar bien con la batidora hasta que quede homogéneo.
Dispensar la comida, utilizando una bomba peristéltica, afiadiendo alrededor de 10ml
en cada tubo.
Tapar los tubos y dejar reposar durante toda la noche. Al dia siguiente, colocar los
tapones en los tubos y guardar a 42C.
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