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Imagen de portada: imagen confocal de una visién ventral de un embrién de Drosophila

melanogaster de estadio 12. En verde se observa la proteina Laminina y en rojo los Macroéfagos.

Imagen de contraportada: imagen confocal de una vision ventral de un embrién de
Drosophila melanogaster de estadio 15. En verde se observan los macrofagos y las lineas

representan el seguimiento realizado a cada uno de ellos durante su migraciéon.
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Abreviaturas

DNA: 4cido desoxirribonucleico

DNAc: DNA complementario

RNA: 4cido ribonucleico

RNAi: RNA interferente

ATP: adenosin trifosfato (del inglés “adenosine triphosphate”)

PBGal: B-Galactosidasa

CN: Cuerda nerviosa.

DTT: ditiotreitol

dNTP: desoxinucleotidos trifosfato

EDTA: acido etildiaminotetraacético (del inglés “ethylenediaminetetraacetic
acid”)

EGTA: acido etilenglicoltetraacetico (del inglés “ethylenglycoltetraacetic acid”)
EGF-R: receptor de factores de crecimiento epidérmico (del inglés “epidermal
growth factor receptor”)

GFP: proteina verde fluorescente (del inglés “Green fluorescent protein”)

HRP: peroxidasa de rabano (del inglés “horseradish peroxidase”)

LanB1: Laminina 1

MEC: matriz extracelular

PBS: tampon fosfato alcalino (del inglés “phosphate buffer saline”)

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés “polimerase chain
reaction”)

TBE: tampo6n Tris-Borato-EDTA

Tris: tris-hidroximetil-aminometano

UAS: secuencia de activacién corriente arriba (del inglés “upstream activation
sequence”)

Vkg: Viking (Colageno tipo IV)
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Resumen:

Posiblemente la migracion celular sea la funcién més conocida que se le asigna a la matriz
extracelular (MEC) durante la embriogénesis. Sin embargo, poco se sabe de como la MEC regula
la migracién celular in vive, ya que su estudio en el ambiente tridimensional de un organismo
en desarrollo es complicado. Por ello, la mayoria del conocimiento que se tiene sobre el papel de
la MEG en embriogénesis deriva de experimentos realizados con células u érganos en cultivo.
Esta funcién de la MEC en migracion celular durante la embriogénesis ha sido clasicamente
atribuida a la MEC expuesta en el sustrato, matriz exdégena. Sin embargo, experimentos
realizados recientemente en células en cultivo, han revelado que las células al migrar también
pueden usar una MEC endoégena, secretada de manera autocrina. Sin embargo, se desconoce st
esta capacidad de las células de usar su propia matriz para migrar se utiliza durante la
embriogénesis. Por ello, en esta tesis doctoral se han usado los macroéfagos de Drosophila melanogaster
como sistema modelo para el estudio in vivo del papel de la MEC en migraciéon celular durante
la embriogénesis. En concreto, esta tesis se ha centrado en los siguientes aspectos. Por una parte,
se ha estudiado el papel de las lamininas, principales componentes de la MEC, en la migracién
de los macroéfagos in vivo. Por otra, se ha analizado la contribucién de las lamininas endégenas y
exogenas en este proceso de migraciéon. Y finalmente, se han examinado los mecanismos
moleculares y celulares por los cuales las lamininas regulan la migracién de los macréfagos. Los
resultados obtenidos demuestran que los macréfagos usan lamininas endégenas y exdgenas para
su migracion a través del embrion. Si bien, se propone que estas dos fuentes de lamininas ejercen
funciones distintas. Asi, mientras que la Laminina endégena promoveria la migracion, la exégena
tendria un papel més estructural, implicado en la correcta formacion del espacio intersticial por
el cual migran los macréfagos. También muestra que las lamininas regulan la direccionalidad y
la estabilidad de las proyecciones de macréfagos al migrar. Ademas, se implica a las Rho GTPasas
Rabs en la secreciéon de las lamininas. Asi mismo, se plantea que uno de los mecanismos
moleculares por el cual las lamininas regularian la migraciéon de los macroéfagos es mediante la
modulacién de la actividad de sus receptores las integrinas y el receptor de los factores guias, el
PVR. Por dltimo, se ha analizado el posible papel de otros componentes de la MEC, como
Nidogen y Colageno IV, en la migracién de los macréfagos. Los resultados demuestran que si
bien Colageno IV se requiere, aunque en menor mediad que las lamininas, Nidogen es

prescindible.
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Introducciéon

1. Migracion Celular.

La migracion celular tiene un papel clave en una amplia variedad de fenémenos
biologicos que tienen lugar tanto durante la embriogénesis como en el individuo adulto.
Durante el desarrollo embrionario son numerosos los casos donde el 6rgano o tejido que
se esta formando depende de la migracion de sus células primordiales. En el adulto, la
migracion celular es esencial tanto en las células inmunes para su funciéon de defensa,
como en las células epiteliales para cicatrizar las heridas. Ademas, este comportamiento,
que es un proceso fascinante ya que involucra numerosos procesos estrechamente
coordinados y controlados, se vuelve destructivo y dafiino cuando se adquiere por las
células cancerosas. Por lo tanto, una mejor comprension de los mecanismos moleculares
que subyacen a la migraciéon celular no solo ayudaria a comprender mejor la

embriogénesis, sino también a ayudar a entender, o incluso a tratar el cancer.

La migracion celular se puede dividir en migracion colectiva y en migracion individual.
Se entiende por migracién colectiva al movimiento de varias células, ya sea formando
parte de un grupo, de una fila o de una capa. En este tipo de migracion las células
permanecen funcionales y fisicamente conectadas entre ellas, manteniendo la integridad
del grupo. Ejemplos de migracion colectiva son las tres laminas embrionarias (ectodermo,
mesodermo y endodermo). Otro ejemplo puede ser las células del borde del ovario de
Drosophila melanogaster. Es més, un comportamiento similar al de migracion colectiva se ha
visto en algunos tipos de cancer. La migracion individual es aquella que, como su propio
nombre indica, llevan a cabo células de forma individual. De este tipo de migracion se
pueden encontrar multitud de ejemplos durante el desarrollo embrionario, como son las
células del mesodermo visceral caudal de Drosophila melanogater, asi como en el individuo
adulto, como pueden ser células del sistema inmune, como los hemocitos. La principal
diferencia entre estas dos formas de migracion es que en la migracion colectiva no todas
las células tienen las mismas caracteristicas, ya que algunas mantienen caracteristicas
epiteliales y otras mesenquimales, mientras que en la migraciéon individual todas las

células son mesenquimales.
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Introduccién

El proceso de migracion celular es un proceso ciclico. Este ciclo comienza con la
adquisicion de una polaridad celular, de tal manera que se genera una asimetria espacial
entre las partes frontal y trasera de la célula. Esta polarizacién es debida a la recepcion de
sefiales externas, estimulos quimiotacticos, como factores de decrecimiento o proteinas de
la matriz extracelular, que determinan la direccion de la migracién. Como consecuencia
de la polarizaciéon se forman prolongaciones transitorias de la membrana celular en el
frente de migracion. Estas prolongaciones o extensiones, conocidas como filopodios y
lamelipodios, son responsables del movimiento celular. Un componente principal de estas
extensiones es la actina, componente del citoesqueleto celular. La polimerizacion de
actina es necesaria para la formacion de lamelipodios y filopodios y esta regulada tanto
por proteinas que controlan la disponibilidad de monémeros de actina, como por
proteinas que despolimerizan la actina. Una vez formados los lamelipodios y filopodios,
estos necesitan adherirse al sustrato sobre el que migra la célula. Los puntos de adhesion
de los lamelipodios y filopodios se conocen como adhesiones focales. Estos deben ser
dindmicos de tal modo que, si bien se establecen en el frente de migracion, se deben
desestabilizar en la parte lateral y trasera de la célula para asi permitir el movimiento
celular. La desestabilizacion en la parte trasera de la célula produce la retraccion y

contraccion del cuerpo celular, lo que induce la migracion (Fig. 1).

ADHESION CELULAR REMODELACION DEI CITOESQUELETO DESADHESION CELULAR
DE ACTINA
Desensamblaje de
Formacién de Formacion de fibras de estrés adhesiones focales
N Red de filamentos de actina contraccién
- rr/comple]c»s focales ~_Lamelipodio &y ﬂ/ % y
o Matriz extracelular W —Filopodio L e 5

Direccion del movimiento

Fig. 1. Regulacion de las adhesiones focales y del citoesqueleto de actina durante la migracién celular

(adaptado de (Carragher y Frame, 2004).

La migracién celular es un movimiento coordinado de las células sobre un sustrato
(Horwitz y Webb, 2003). Como hemos mencionado anteriormente, el sustrato,
dependiendo del contexto celular, puede ser la superficie de otras células o la matriz
extracelular (MEC). La MEC esta formada por diferentes componentes como son

Perlecan, Colageno tipo IV, Nidogen y Lamininas. Estas tltimas desempenian un papel
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Introducciéon

fundamental en la migraciéon de distintas poblaciones de células embrionarias en
diferentes especies (Brown, 2011). En la mayoria de los casos, las células migran sobre una
matriz presente en el sustrato por donde se mueven (exégena). Sin embargo, experimentos
en cultivo sugieren que las células pueden usar una MEC depositada por ellas mismas
mientras migran (endogena). Este es el caso de diferentes células tumorales, incluyendo
melanomas y gliomas (Kawataki et al., 2007; Oikawa et al., 2011). Hasta hoy dia, los
estudios realizados sobre los procesos de migracion celular durante la embriogénesis han
demostrado que las células migran sobre una MEC depositada en los espacios

intersticiales y/o sobre la membrana basal que rodea los diferentes tejidos.

Moléculas implicadas en la migracion celular sobre MEC.
1.1. Las integrinas.
Son proteinas heterodiméricas formadas por dos subunidades, una § y una o (Hynes,

1992).

Matriz F
Extracelular —/

Cadena Cadena

ol-a5 BPS/ pv

Extracelular

Citoplasma

COOH COOH

Fig. 2. Esquema de la estructura de las integrinas.

Las integrinas estan conservadas evolutivamente, asi en mamiferos se han descrito
ocho subunidades B diferentes y dieciocho subunidades o, mientras que en C. elegans se
han aislado dos subunidades B y una subunidad a., finalmente en Drosophila melanogaster se
encuentran dos subunidades 3 diferentes (BPS y Bv) y cinco subunidades o diferentes (a1-
ad) (Bokel y Brown, 2002). Las integrinas son receptores transmembrana cuya principal
funcion es la de mediar la adhesion entre el citoesqueleto celular y la MEC (Brown, 2000;
De Arcangelis y Georges-Labouesse, 2000; Gumbiner, 1996). Durante la migracion

celular, las integrinas a través de sus dominios extracelulares, establecen una conexién
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Introduccién

con la MEC en el frente de avance de la célula migratoria (Sheetz et al., 1998). Al mismo
tiempo, los dominios intracelulares de las integrinas suministran un punto de anclaje para
los filamentos de actina y, con la ayuda de sus efectores, estimulan el recambio rapido de
actina para que la célula migre. Simultaneamente, en la cola de la célula, las integrinas se
inactivan para permitir el avance de la migracion. Diversos estudios de células en cultivo
han demostrado que la migracién celular depende de una activaciéon/inactivacion
coordinada de la adhesiéon mediada por integrinas (Lauffenburger et al., 1996). Ademas,
las integrinas pueden actuar como receptores de sefializacién para miembros de la familia
Rho GTPasa, Erk y JNK (Hynes, 1992). De hecho, las integrina regulan la migracién
celular en parte mediante la activacion de las Rho GTPasas, moduladores del

citoesqueleto de actina.

Existen multitud de trabajos que revelan un papel importante y conservado de las
integrinas en la migracion de diferentes tipos celulares durante la embriogénesis. Asi en
vertebrados, se ha vinculado su actividad con el correcto desarrollo del sistema nervioso,
la correcta formacion de los musculos, tanto esqueléticos como cardiacos, y finalmente la
correcta vasculogénesis y angiogénesis (Anton et al., 1999; Bader et al., 1998; Gorski y
Olsen, 1998; Hayashi et al., 1998). En el caso de C. elegans, también se requieren para la
correcta migracion de las células musculares y las neuronas (Baum y Garriga, 1997;
Tucker y Han, 2008). En el caso de Drosophila melanogaster, las integrinas estan implicadas
en la regulacion de poblaciones celulares tan diversas como las células del endodermo, la
traquea, los musculos embrionarios y de adulto y en la migraciéon de los macrofagos
embrionarios (Comber et al., 2013; Dominguez-Giménez et al., 2007; McKerracher

et al., 1996; Roote y Zusman, 1995; Urbano et al., 2011; Xie y Auld, 2011).

1.2.Las Rho GTPasas.

Las Rho GTPasas pertenecen a la familia Rho englobada dentro de la stper familia
Ras. Las Rho GTPasas se activan por estimulos extracelulares, interacciones
intercelulares y célula-matriz extracelular, asi como por estrés mecanico. Una vez
activadas, las proteinas Rho interactiian con diversos efectores y promueven la activacion
de sefiales intracelulares. Las Rho G'TPasas existen en dos conformaciones estructurales,

una forma activa, donde la proteina Rho esta unida al guanosin trifosfato (GTP), llamada
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Rho-GTP, y otra inactiva, donde la proteina Rho esta unida al guanosin difosfato (GDP),
llamada Rho-GDP. Las proteinas Rho se activan por diferentes factores de intercambio
de nucleotidos de guanina, GEF (del inglés “Guanine-nucleotide Exchange Factor”) y se
desactivan por proteinas activadoras de G'TPasas, GAP (del inglés “GTPase Activating
Protein”) (Kjoller y Hall, 1999).

Fig. 3. Esquema de la activacion de las Rho GTPasas mediada por las moléculas GEFs, GAPs y GDIs
(adaptada de Tesis C. Huertas).

Las Rho GTPasas mas estudiadas por su relaciéon con la migracién celular son RhoA,
Racl y Gdc42. Estas Rho GTPasas estan principalmente involucradas en la organizacion
del citoesqueleto, tanto de actina como de microtibulos. Esta familia se haya muy
conservada a lo largo de la evolucion y mientras que en vertebrado se han descrito treinta
proteinas diferentes, en C. elegans hay cuatro y en Drosophila se han descrito cinco.
Experimentos realizados en fibroblastos en cultivo celular y mediante inhibicién y
expresion ectopica de estas Rho GTPasas han demostrado que Racl, RhoA y Cdc42
desarrollan papeles distintos durante la migracion celular (Sander et al., 1999). De esta
forma, la expresion de Cdc42 activo produce la formacion de filopodios (Kozma et al.,
1995; Nobes y Hall, 1995), Rac activado sin embargo resulta en la formacion de
lamelipodios (Ridley y Hall, 1992a) y por tltimo, Rho activado provoca la formacion de

fibras contractiles compuestas de actina y miosina (Fig. 3) (Ridley y Hall, 1992b).
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Cdc42 Rac Rho

Fig. 4. Esquema que muestra el fenotipo celular debido a la expresion de formas activas de CGdc42, Rac

y Rho. (Adaptada de Magie et al., 1999).

Por otra parte, Nobes y Hall mostraron en ensayos celulares de cicatrizaciéon o cierre
de herida ("wound healing") que Cdc4?2 juega ademas un papel fundamental en la

polaridad celular (Nobes y Hall, 1999).

El analisis de la dinamica de actividad de estas Rho GTPasas ha demostrado que cada
una de estas proteinas se activa en distintas regiones y momentos durante el proceso de
formacion y desestabilizacion de las proyecciones. Asi, mientras que Racl y Cdc4?2 estan
mas activas en el frente de migracién durante la formacion de las protrusiones, la maxima
activacion de Rho se observa durante la estabilizacion de dichas protrusiones, mediante
su adhesion al sustrato, y durante la retraccion de la protrusion (Machacek et al., 2009;
Nalbant, 2004; Pertz et al., 2006). La actividad de estas Rho G'TPasas esta regulada por
sefiales que emanan de una gran variedad de receptores de membrana, como receptores

con actividad tirosina quinasa o de otros tipos, como los acoplados a proteinas G (Hanna

y El-Sibai, 2013).

Diversos estudios del papel de las RhoG'TPasas en organismos vivos muestran que las
RhoGTPasas regulan la migracion de diversas poblaciones celulares en C. elegans,
Drosophila melanogaster, Xenopus laevis y Mus musculus (Settleman, 1999). En particular en
Drosophila, se ha visto que las RhoG'TPasas se requieren para la migracion de células del
endodermo, la traquea, células mesodermales y los macréfagos (Boube et al., 2001;

Chihara et al., 2003; Martin-Bermudo et al., 1999).

1.3.Las Rab GTPasas.
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Otra familia de las Ras GTPasas que también esta implicada en procesos de migracion
celular es la familia de las proteinas Rabs, vinculadas con la formacion, transporte y
fusion de vesiculas celulares. Al igual que otras GTPasas, las proteinas de la familia Rab
actian como conmutadores moleculares que ciclan entre un estado activo (unido a GTP)
y un estado inactivo (unido a GDP). Participan, entre otros, en procesos de secrecion
basolateral de proteinas, asi como con el reciclaje de las proteinas de membrana
(receptores) y en procesos de fagocitosis (endocitosis). En mamiferos podemos encontrar
aproximadamente setenta tipos de proteinas Rab, mientras que en C. elegans hay treinta y
un tipos diferentes, hasta el momento Drosophila solo se han reconocido veintisiete (Chan
etal., 2011; Diekmann et al., 2011; Elias et al., 2012; Gallegos et al., 2012; Hutagalung y
Novick, 2011; Klépper et al., 2012; Pereira-Leal y Seabra, 2001; Zhang et al., 2007).
Cada Rab esta asociada a un tipo de vesicula, ya sea en su formacion, en su transporte o
en la fusién con la membrana plasmatica. Asi, por ejemplo, se conoce que Rab8 y Rab10
estan asociadas al trafico de vesiculas entre el aparato de Golgi, los endosomas y la
membrana plasmatica (Babbey et al., 2006; Chen y Wandinger-Ness, 2001; Chen et al.,
1993; Hattula et al., 2006; Peranen et al., 1996; Schuck et al., 2007).

© Rab3abc.d (SV)
Rab8

Rab26 (SG)
O Rab37

[}
Rab13
(tight junction Ecc)) o

Endoplasmic Ve

reticulum

Fig. 5. Mapa de localizacion intracelular de las diferentes Rabs (adaptado de Zerial and McBride,
2001).

Bretscher fue el primero que en la década de los 70 propuso que la endocitosis de
membranas en toda la célula, y la exocitosis en el frente celular, generarian un flujo de
membranas que dirigirian el movimiento celular (Bretscher, 1976). Si bien esta hipotesis
no se ha demostrado completamente, diferentes trabajos implican a la ruta exocitica en

la migracion celular. Asi por ejemplo, distintas Rabs han sido descritas en el control de la
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endocitosis de integrinas y de receptores de los factores de crecimiento durante la
migracion celular (Bridgewater et al., 2012; Porther y Barbieri, 2015). En particular, Rab8
ha sido implicado en la formaciéon de protrusiones durante la migracion celular mediante

su funcion de internalizar dominios de membrana (Hattula et al., 2006).

1.4.Los receptores tirosina kinasas.

Critico para que las células migratorias lleguen a su destino, es que la migracion esté
dirigida. Entre las moléculas implicadas en dirigir la migracion caben destacar los
receptores tirosina kinasas (RTKs), los cuales son activados a través de estimulos externos.
Las proteinas tirosina kinasas pertenecen a una amplia familia con diversidad multigénica
que se encuentra solo en los Metazoas. En humanos, se han identificado 90 genes tirosina
kinasas de los cuales 58 son receptores localizados en la superficie celular y se encuentran
agrupados en 20 subfamilias (Robinson et al., 2000). Dentro de los receptores tirosina
kinasas caben destacar por su papel en migracién celular el receptor del factor de
crecimiento epidermal (EGFR), receptor del factor de crecimiento de fibroblastos
(FGFR), receptor de crecimiento vascular del endotelio (VEGF) y el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) entre otros. Estos receptores se caracterizan por poseer dos
dominios: uno extracelular que contiene regiones de uniéon a sus ligandos y otro
intracelular que contiene una region implicada en la regulacion de la actividad catalitica
kinasa. Los receptores se encuentran en forma de monémeros que se dimerizan cuando
son activados por sus ligandos, los cuales estimulan la actividad kinasa mediante la
fosforilacion del receptor. Una vez fosforilados, activan la migracién celular mediante
interaccion con las RhoGTPasas. Las interacciones que tiene lugar entre los receptores
tirosina kinasas y las Rho GTPasas pueden ser mediadas por proteinas adaptadoras, entre
las que caben destacar las proteinas del tipo GEF, las cuales interaccionan con los RTKs
a través de los dominios SH2 o SH3.

Se ha mostrado que los receptores tirosina kinasas pueden regular y promover la
migracion celular tanto en cultivo como in vivo. En cultivos primarios de oligodendrocitos
y de células madre, se ha visto que PDGFR es capaz de dirigir la migraciéon celular
mediante quimiotaxis (Forsberg-Nilsson et al., 1998; Simpson y Armstrong, 1999).
También se ha observado en experimentos i vwo, que receptores como PDGIR vy

VEGFR dirigen la migracion de células mesenquimales hacia los lugares diana para la
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formacion de 6rganos. Esto se ha observado por ejemplo, en la formacion de las gonadas
de ratén y Drosophila, en la migracion de hemocitos en el embrion de Drosophila y en la
formacion de la cresta neural en Xenopus (revisado en Hoch and Soriano, 2003) entre

otros.

1.5.La matriz extracelular.
La matriz extracelular es un conjunto de proteinas secretadas que forman una malla,
la cual rodea diferentes 6rganos y tejidos, proporcionando un soporte estructural y
bioquimico (Hynes, 2009). La matriz extracelular estd presente, desde el desarrollo
embrionario hasta la edad adulta de los organismos. Sus principales componentes son:

Colageno IV, Laminina, Nidogen y Perlecan.
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Fig. 6. Esquema organizacion distintas proteinas de la MEC. (A) Recreacion de la forma estructural

que presenta la MEC. (B) Interacciones que se producen entre los diferentes componentes de la MEC.

Los distintos componentes de la MEC se encuentran en diferentes organismos con un
alto grado de conservacion, indicio de su importancia biologica (Bradshaw, 2009;
Martinek et al., 2008; Tremble et al., 1993). La malla formada por estas diferentes
proteinas esta implicada en un sin fin de mecanismos celulares, como son la
diferenciacion, la adhesion celular, la supervivencia celular, la forma celular y la
migracion celular (Daley y Yamada, 2013; De Arcangelis y Georges-Labouesse, 2000;
Dominguez-Giménez et al., 2007; Meyer et al., 2014; Perris y Perissinotto, 2000; Suh y
Han, 2010). La sintesis, mantenimiento y produccién de estos componentes en el caso de

vertebrados es llevada a cabo principalmente por los fibroblastos (Eckes et al., 1999; Fan
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D et al., 2012), aunque se ha visto que también lo hacen los condrocitos (Guilak et al.,
2006) y los osteoblastos (Robling et al., 2006). En el caso de Drosophila, son los
macrofagos los principales encargados de producir y repartir dichas proteinas durante su
migracion, aunque también la producen algunas células del sistema nervioso y el cuerpo
graso (Meyer et al., 2014; Nelson et al., 1994). A continuacién se analizaran mas en detalle

los principales componentes de la MEC.

1.5.1. Colageno.
Los Colagenos pertenecen a una superfamilia de polipéptidos formados por un trimero
de cadenas o, conteniendo al menos un dominio compuesto por repeticiones Gly-X-Y en
cada una de las cadenas. Algunos Colagenos estan formados por tres cadenas o idénticas,

en otros casos son solo dos o idénticas y en otros son las tres cadenas o diferentes. La
presencia de Gly-X-Y es indispensable para darle estabilidad al trimero (Myllyharju y
Kivirikko, 2004). Los Colagenos son las proteinas mas abundantes en el cuerpo humano,
representando un 30% del total. En vertebrados encontramos que se han descrito
veintisiete tipos de Colageno (Tipo I-XXVIII) (Myllyharju y Kivirikko, 2004; Veit et al.,
2006), mientras que en invertebrados como C. elegans o Drosophila, solo encontramos
Colagenos tipo IV, XV y XVIII. Cada tipo de Colageno se encuentra en una
determinada estructura celular donde realiza una funcién tnica. Por ejemplo, los
Colagenos tipo I estan presentes en la dermis, mientras los Colagenos tipo XV y
XVIII estan vinculados a la membrana basal (tipo de matriz extracelular especialidad)
(Hynes y Zhao, 2000; Myllyharju y Kivirikko, 2004). Entre los Coldgenos implicados en
migracion celular caben destacar los Colageneos tipo IV. Asi, se ha visto que en Mus
musculus estos Colagenos se requieren para la migracion de las células neurales (P6schl
et al., 2004). De la misma manera, en C. elegans se ha visto que su ausencia durante la
embriogénesis afecta a la migracion de los primordios de la musculatura (Gupta et al.,
1997). Finalmente, en Drosophila se ha visto que los Colagenos tipo IV se requieren durante
la embriogénesis para la correcta migracion de las células que van a formar el corazon y
la migracion de las células que forman los tibulos de Malphigian (Bunt et al., 2010;

Hollfelder et al., 2014).

1.5.2. Laminina.
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Las lamininas son una familia de glicoproteinas triméricas formadas por tres
subunidades distintas, o, B y y. La estructura del trimero de Laminina es en forma de
cruz, presentando tres brazos cortos, cada uno formado por una subunidad diferente
(a, By 7), y un brazo largo, formado por el ensamblaje de las colas de las mismas (Fig. 7)

(Timpl et al., 1979). Son el principal componente de la matriz extracelular (Fessler y

Fessler, 1989; Fessler et al., 1994).

a a
Wh) [(Lana)

p Y
(LanB1) *(LanB2)

Fig. 7. Esquema de la estructura de las lamininas.

La familia de las lamininas esta muy conservada a lo largo de la evolucion. De esta
forma podemos encontrar que, en vertebrados existen cinco subunidades o, cuatro
subunidades B y tres subunidades v, las cuales forman quince trimeros diferentes de
Laminina. Mientras que en Drosophila y C. elegans encontramos dos subunidades a, una
subunidad P y una subunidad v, los cuales forman dos trimeros diferentes de Laminina,
que se diferencian solo por la subunidad o (Aumailley et al., 2005; Huang, 2003; Kao
et al., 2006). Se ha descrito que, tanto en vertebrados como en Drosophila, las lamininas
son la base sobre la que se anclan el resto de componentes de la matriz extracelular, es
decir, sin su presencia, el resto de componentes no pueden depositarse ni ensamblarse
entre si de forma correcta (Li et al., 2003; Urbano et al., 2009; Yurchenco et al., 2004).
Otro papel fundamental de las lamininas es el de mediar la migraciéon celular,
particularmente durante la embriogénesis. Asi se ha visto que, por ejemplo, en Mus
musculus, la subunidad a5 es necesaria para la correcta migracion de las células de la cresta
neural (Coles et al., 2006). Otro ejemplo es el conocido en C. elegans, donde la subunidad

lam-1 es imprescindible para la correcta migracion de las células musculares (Viveiros
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etal., 2011). Como hemos mencionado anteriormente, en Drosophila existen dos trimeros
que comparten las mismas subunidades B y v, codificadas por los genes LanBI y LanB2,
respectivamente, y dos subunidades o, codificada por los genes wing blister y LanA ( Tabla
1, Fessler et al., 1987). Cada trimero reconoce un tipo de proteina de MEC diferente e
interacciona con una integrina particular (Tabla 1) (Durbeej, 2010). Existen mutantes

para cada una de estas subunidades.

Protei
Subunidad Gen que la| Ortologo en | Trimero en roteina
n
ubumeac! codifica |Vertebrados Drosophila ane
reconoce
a3,5 LanA aldyasd Laminina A [Integrina PS1

al,2 Wing blister| aly a2  [Laminina Wb|Integrina PS2

Laminina Ay

B LanBl1 B2 Wh Colageno
Laminina A
Y LanB2 vl aml&;}rja I N idogen

Tabla 1. Resumen de las cadenas de Laminina presentes en Drosophila.

Ya que las lamininas se secretan como trimeros, las mutaciones en los genes LanB1 y
LanB2 ha permitido el analisis del efecto de la pérdida total de Laminina funcional en el
desarrollo del embrién de Drosophila. Asi, se ha descrito que las lamininas ademas de ser
necesarias para la diferenciacion del mesodermo y la correcta formacién del musculo,
tienen un papel fundamental en varios procesos de migracion celular que suceden durante
la embriogénesis. Algunos ejemplos de estos procesos de migracion celular son las células
caudales del mesodermo visceral, las células del intestino medio (Fig. 5 A-D), las células
de la traquea (Fig. 5 G-H), las células de las glandulas salivales (Fig. 5 I-]) y los macréfagos
(Fig. 5 E-F). (Urbano et al., 2009; Urbano et al., 2011; Wolfstetter y Holz, 2012)
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LanB187

LanB1787

dCREB-A

glandulas salivares. (Urbano et al., 2009).

1.5.3. Nidogen /Entactin.

LanB1787

dCREB-A

Fig. 8. Embriones control (A, G, E, G ¢ I) y mutantes para LanB1 (B, D, F, H y J) tefiidos con diversos
anticuerpos para visualizar diferentes poblaciones celulares (A-D) anti-Hindsight (Hnt, marrén) para
mostrar las células del intestino medio. (E-F) anti-Srp (negro) para visualizar los macréfagos. (G-H) anti-

2A12 (negro) para visualizar las células de la traquea. (I-]) anti cCREB-A (negro) para visualizar las

Nidogen es una pequena glicoproteina formado por diferentes dominios globulares a
través de los cuales interacciona con el resto de componentes de la MEC (Paulsson et al.,
1987). Esta proteina esta conservada evolutivamente y se han descrito dos isoformas en
vertebrados, Nidogen 1 y Nidogen 2 (Fox et al., 1991; Kohfeldt et al., 1998), un gen en

C. elegans con 3 isoformas diferentes (Kang y Kramer, 2000), y finalmente en Drosophila

25



Introduccién

melanogaster también se ha encontrado so6lo un gen para Nidogen con dos isoformas
diferentes (Mayer et al., 1997). Esta proteina es uno de los componentes menos conocido
de la MEC aunque se sabe que media en la formaciéon de complejos Laminina-Colageno

tipo IV y entre Laminina-Perlecan (Aumailley et al., 1993; Hopf et al., 1999).

&R
SPARC
Collagen IV > -

alfl 7 . .
2P \}> Laminin
¢ Nidogen/entactin
L p
Ju
€

a3p1

Perlecan

Fig. 9. Esquema de la interaccién de Nidogen con distintos componentes de la MEC (Adaptado de
Kalluri, 2003).

Experimentos realizados en Mus Musculus han demostrado que individuos mutantes
para Nidogen-1 se desarrollan normalmente durante la embriogénesis, aunque luego al
poco tiempo de nacer presentan problemas neuronales y mueren. Curiosamente en estos
mismos embriones se observo un incremento de los niveles de Nidogen-2, indicando que
podria existir una compensacion de dosis (Miosge et al., 2002; Murshed et al., 2000). Los
mutantes para Nidogen-2 no presentan ningun tipo de defecto ni en el embrién ni en el
individuo adulto, algo que podria deberse a la presencia de Nidogen-1 (Schymeinsky
et al., 2002). En el caso de los dobles mutantes el embriéon muere en estadios tardios de la
embriogénesis, presentando problemas en la correcta formacion del tejido cardiaco y
pulmonar (Bader et al., 2005). La funcién de Nidogen en regular la formacién de estos
tejidos esta ligada a su interaccién con las lamininas, ya que la alteracién de la unién
Laminina-Nidogen desencadena fallos en la embriogénesis similares a los observados en
los mutantes dobles Nidogen-1/Nidogen-2 (Tunggal et al., 2003; Willem et al., 2002).
Respecto al papel de Nidogen en migracion celular, se ha visto que adultos mutantes para

Nidogen-2 presentan un incremento de metastasis en los pulmones (Mokkapati et al.,
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2012). Asi mismo, se ha observado que los mutantes de Nidogen en C. elegans presentan
fallos en la migracion de los axones del sistema nervioso periférico (Kim y Wadsworth,
2000). En el caso de Drosophila no se han aislado hasta el momento mutantes para este
gen, por lo que atn no se sabe si se requiere para regular la migracion celular. Lo que si
se ha observado es que se expresa en algunos tipos celulares durante su migraciéon, como
es el caso de las células del mesodermo caudal visceral que lo expresan durante su

migracion sobre el mesodermo visceral (Fig. 10) (Urbano et al., 2011).

Fig. 10. Embrion silvestre de estadio 13 tenido con un anticuerpo frente a Nidogen (verde) y Cough

potatoe (rojo) que se expresa en las células del mesodermo caudal visceral (Urbano et al., 2011).

1.5.4. Perlecan.

Perlecan es un proteoglicano que posee entre dos y quince cadenas de heparansulfato.
Su estructura presenta 5 dominios globulares, a través de los cuales interacciona con otros
componentes de la MEC, con factores de crecimiento y con receptores de membrana
(Friedrich et al., 2000; Knox y Whitelock, 2006; Paulsson et al., 1987; Voigt et al., 2002).
Es una proteina conservada evolutivamente, y hasta el momento sélo se ha descrito una
en vertebrados, C. elegans y Drosophila (Datta y Kankel, 1992). Esta proteina ha sido foco
de estudio durante la embriogénesis de Mus musculus, mostrando que juega un papel
crucial en vasculogénesis, asi como en angiogénesis (Arikawa-Hirasawa et al., 1999;
Aviezer et al., 1994; Costell et al., 1999; Costell et al., 2002). En el caso de C. elegans,
Perlecan juega un papel importante en la embriogénesis, ya que mutantes para esta
proteina no superan el estadio dos debido a la incorrecta especificacion del tejido
muscular (Hresko et al., 1994; Rogalski et al., 1995). En Drosophila se ha visto que Perlecan
regula la proliferaciéon de neuroblastos (Voigt et al., 2002). Con respecto al papel de

Perlecan en migracién celular, se sabe muy poco. Aunque se ha descrito que su
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inactivacion en adultos en C. elegans afecta la migracion de las células gonadales (Merz

et al., 2003).

2. Los macrofagos de Drosophila melanogaster como sistema
modelo para el estudio del papel de 1a MEC en la migracion

celular.

Los hemocitos embrionarios de Drosophila melanogaster constituyen un modelo ideal para
el andlisis del papel de la MEC en los procesos de migracion que tienen lugar durante la
embriogénesis por diversas razones. En primer lugar, son, junto al tejido graso, los
principales productores de la MEC durante la embriogénesis de Drosophila (Fessler et al.,
1994). En segundo lugar, siguen un patrén de migracion muy estereotipado a lo largo del
embrién. En tercer lugar, se pueden filmar in vivo, lo que permite analizar el
comportamiento de los hemocitos en su entorno natural y la dinamica de migracién
celular. Y por dltimo, se pueden manipular genéticamente usando las herramientas
disponibles en Drosophila, lo que permite analizar su migracion en situaciones controles

y mutantes para distintos componentes de la MEC.

2.1.Tipos de hemocitos.

En Drosophila melanogaster, los hemocitos son la primera linea de defensa frente a
infecciones y danos. Ademas, durante la embriogénesis modelan 6rganos y tejidos,
mediante la fagocitosis de células apoptoéticas. El desarrollo de los hemocitos de Drosophila
ocurre en dos fases. Una primera ola tiene lugar en el embrion, donde se diferencian
desde el mesodermo proencefalico y dan lugar a los llamados hemocitos embrionarios
(HE). Una segunda ola ocurre mas tarde en la embriogénesis y derivan de los precursores
de las glandulas linfaticas (HGL), que son oligopotentes y pueden dar lugar a cardioblastos
o hemocitos. Tanto los HE como los HGL se especifican por el factor de transcripcion de
la familia GATA serpent (Rehorn et al., 1996). La posterior activaciéon de distintos factores
de transcripcion, como glia-cell missing o lozenge, asi como vias de senalizacion, entre las
que cabe destacar Notch, JAK/STAT, PVF, especificaran los distintos tipos de

hemocitos:
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e Células cristal, cuya funcion descrita hasta ahora es la de producir radicales
libres citotoxicos en respuesta a infecciones bacterianas (Roshana y Gateff, 1982).

e Lamelocitos, raramente presentes en organismos sanos y solo observados
durante infecciones bacterianas (Rizki y Rizki, 1992).

e Macrofagos, también conocidos como plasmocitos, que migran a lo largo de
todo el embrion y necesitan distribuirse regularmente para ejercer sus funciones (Tepass
et al., 1994). Su principal funcioén es la de fagocitar todos los restos celulares, apoptoticos,
asi como patogenos. También secretan péptidos antimicrobianos y estan implicados en la
respuesta inmune del cuerpo graso a infecciones (Agaisse et al., 2003; Hoffmann y
Reichhart, 2002; Lavine y Strand, 2002). Ademas son los principales productores de

matriz extracelular, junto con el tejido graso (Fessler et al., 1994).
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Fig. 11. Cascada de regulacién transcripcional que regula la especificaciéon de los distintos tipos de

hemocitos en Drosophila melanogaster (Wood y Jacinto, 2007).

Los hemocitos embrionarios, ejercen su funcion en el estadio embrionario, larvario y
adulto. Mientras que los hemocitos derivados de las glandulas linfaticas, inician su funcién

en el estadio larvario y en el adulto (Holz et al., 2003; Tepass et al., 1994).

2.2.Migracion de macroéfagos.
La migracién de macréfagos a lo largo de la embriogénesis tiene lugar desde el

estadio 10 al 15 (Cho et al., 2002; Tepass y Hartenstein, 1994; Wood et al., 2006).
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Durante los estadios 8 y 9, los macrofagos inician su diferenciacion en la region de

la cabeza llamada mesodermo proencefalico (Fig. 1 A).

En el estadio 10, los macrofagos inician su dispersion desde la cabeza al resto del

embrion (Fig. 1 B).

En el estadio 11, inician su migraciéon desde su localizacién en la cabeza tomando

dos rutas diferentes:

a) Migracién dorsal: migran de la cabeza hacia la cola del embrién a través del
espacio intersticial. Una vez alcanzada la zona mas dorsal de la cola, entran
rodeando el intestino posterior. Una vez rodeado el intestino posterior, inician una
migracion sobre los lados dorsal y ventral de la linea media de la cuerda nerviosa,
en sentido posterior-anterior (Figl G, H).

b) Migracién ventral: salen de la cabeza y toman dos direcciones diferentes. Unos se

dirigen a la parte anterior de la linea media de la cuerda nerviosa y comienzan a
migrar sobre la parte dorsal y ventral de la misma en sentido anterior-posterior.

Otros inician una migracion sobre el limite entre el ectodermo y la amnioserosa

(Figl D).

Durante el estadio 12, la cola del embridn se retrae arrastrando a los macrofagos que
se encontraban en ella, a la vez que los macroéfagos ventrales y dorsales siguen migrando
a lo largo de la linea media de la cuerda nerviosa. Ambos grupos migran en sentidos
opuestos pero en la misma direcciéon. Migran tanto sobre la parte dorsal de la cuerda
nerviosa, como por su parte ventral, pasando de una parte a otra a través de unos espacios
naturales que existen entre los neurémeros (unidad minima de organizacion de la cuerda
nerviosa).

De esta forma para finales del estadio 12 comienzos del estadio 13, los macréfagos
cubren la linea media de la cuerda nerviosa. Los macrofagos que se dirigieron hacia el
limite entre el ectodermo y la amnioserosa, contintian su migraciéon sobre este limite

llamado “vessel” (Figl E).
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Durante los estadios 13 y 14, aquellos macréfagos que estan sobre la linea media
de la cuerda nerviosa inician una migracion lateral, hacia ambos lados de la misma, para
formar tres lineas paralelas sobre la cuerda nerviosa. Durante estos estadios también se

da una migracién sobre los intestinos y la epidermis (Figl F).
Finalmente en el estadio 13, los macréofagos se mantienen distribuidos equidistantes

a lo largo de todo el embrién a través de un mecanismo de contacto y repulsion entre

ellos (Figl G) (Cho et al., 2002; Tepass y Hartenstein, 1994; Wood et al., 2006).
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St11b(d

Fig. 12. Embriones de diferentes estadios donde se muestra la migracién de los macréfagos a lo largo

de la embriogénesis de Drosophila. Junto a cada foto se puede ver un esquema de la misma (macréfagos en

rojo) (Modificado de Cho et al., 2002)
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Finalmente, cabe destacar que los macréfagos solo interrumpen esta migracion si se
produce alguna infeccion o herida, ya que parte de su funciéon es la de defensa
inmunitaria. En este caso, los macrofagos que se encuentran cerca de la herida dejan su
ruta de migraciéon y acuden hacia la herida para promover la renovacion tisular a la par

que fagocitan las células muertas (Babcock et al., 2008; Pastor-Pareja et al., 2008).

2.3.Moléculas implicadas en la regulacion de la migracion de
macrofagos.

La migracion de macréfagos durante la embriogénesis de Drosophila ha sido foco de
varios estudios en estos tltimos afios, quizas por ser uno de los mejores sistemas modelo
para el estudio de la migracion celular y por permitir llevar a cabo estudios in vivo. Ello
ha permitido identificar parte de los mecanismos moleculares que regulan esta migracion.

Asi entre las moléculas implicadas caben destacar:

2.3.1. Integrinas.

Recientemente, en colaboracion con el grupo del Profesor. W. Wood (Bath University,
UK), hemos demostrado que las integrinas juegan un papel primordial durante la
migracion de los hemocitos. De hecho, embriones mutantes para myospheroid (mys), gen
que codifica la subunidad BPS de las integrinas, muestran defectos en todas las etapas de

la migracién de los macrofagos (Fig. 13).

Mediante experimentos de expresion de formas dominantes negativas de integrinas y
experimentos de rescate, nuestros resultados han demostrado que en la etapa de
migracion a lo largo de la cuerda nerviosa, las integrinas juegan un doble papel. Por un
lado, se requieren en los propios macrofagos para su correcta migracion. Por otro lado,
las integrinas son necesarias para una correcta formacion del espacio intersticial entre la
cuerda nerviosa y el ectodermo, el cual es usado por los macréofagos para migrar (Comber
et al., 2013). Asi mismo, mediante analisis in vivo de la migraciéon de macréfagos en
embriones silvestres y embriones mutantes mys se observdé que una de las funciones
principales de las integrinas era la coordinacion entre la dindmica de los microtibulos y
la actina presente en los lamelipodios, lo cual era necesario para una correcta dispersion

de los macrofagos a lo largo del embrién y procesos de contacto-repulsion (Fig. 14).
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Fig. 13. Vision lateral de embriones silvestres (wt, A-D) y mys (E-H) en los que se aprecian los

macro6fagos embrionarios (marrén) durante diferentes etapas de su migracion a lo largo del embrion

(Comber et al., 2013).
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Fig. 14. Imagenes de analisis in vivo de eventos de contacto-repulsién de macrofagos en embriones
silvestres (A) y mys (B). (C) Cuantificacién del tiempo en contacto de los macréfagos. Se observa que los

macréfagos de embriones mys estan mas tiempo en contacto que los de embriones silvestres (Comber

etal., 2013)
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Asi mismo, demostramos que las integrinas no sélo se requieren para la migracion
regulada a lo largo del desarrollo embrionario sino que también regulan el movimiento
de macréfagos a una herida producida en el embrién(Comber et al., 2013) (Comber et al.,

2013).
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Fig. 15. Imagenes de analisis in vivo de la migraciéon de macréfagos hacia una herida producida
embriones silvestres (J) y mys (K). (L) Cuantificacién del nimero de macréfagos que acuden a la herida
en funcién del tiempo. Se observa que los macréfagos de embriones mys tardan mas en acudir a la herida

que los de embriones silvestres (Comber et al., 2013).

Por ultimo, se ha demostrado que las integrinas regulan la forma celular de los
macroéfagos durante su migraciéon mediante interacciéon con la GTPasa Rap 1 y el GEF

Dizzy (Huelsmann et al., 2006).

2.3.2. Rho GTPasas.

Respecto a la funcién de las RhoGTPasas en la migracion de los macrofagos
embrionarios de Drosophila, se ha demostrado un requerimiento para Rac, siendo su papel
principal el de regular la formacion de lamelipodios (Paladi y Tepass, 2004). A Rho se le
atribuye un importante papel durante la transmigracién, como se denomina a la
migracion de los macréfagos desde la cabeza hasta la entrada en la cola (Siekhaus et al.,
2010b). Finalmente, aunque a Cdc42 no se le conoce ningtn papel durante la migracion
estereotipada de los macrofagos embrionarios, se ha demostrado que es crucial para
mantener la polarizaciéon celular de los mismos cuando estos acuden a una herida (Wood

y Jacinto, 2007).
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2.3.3. Rab GTPasas.

En los tltimos anos, se ha acumulado evidencia experimental que liga la accion de las
Rab G'TPasas con la migracion celular. Esto se ha estudiado principalmente en modelos
de cancer donde se ha visto que un descontrol del trafico a través de endosomas esta
asociado a ciertos tipos de cancer (Goldenring, 2013). Por ejemplo, se ha demostrado que
Rab5 y Rab21 regulan movimiento celular mediante el reciclaje y el trafico de las
subunidades alfas de las integrinas. Por otra parte, se ha demostrado que Rab8 es capaz
de modular la capacidad invasiva de ciertos tumores regulando el trafico exocitico de
metaloproteinasas, enzimas que rompen proteinas de la MEC. Ademas, la expresion de
Rab21 se ha ligado a un aumento de la capacidad metastatica de algunos tipos de cancer
epiteliales (Tang y Ng, 2009). Asi mismo, se ha visto que algunas Rab G'TPasas regulan
algunos procesos de migracion dirigida que ocurren durante el desarrollo mediante su
papel en modular el reciclaje y trafico de receptores de moléculas guias. Asi se ha visto
que la expresion de formas dominantes negativas de Rabd y Rabl1 en las células del
borde del ovario de Drosophila produce una pérdida de polarizaciéon de la actividad de los
receptores PVR y EGFR en el frente de migracion, lo que inhibe su movimiento dirigido
hacia el oocito (Assaker et al., 2010). Sin embargo, atn no se ha descrito ningtn papel

para las Rab GTPasas en el proceso de migracion de los macrofagos en Drosophila.

2.3.4. Receptores tirosina kinasas.

Los receptores tirosina kinasas se han implicado en una gran variedad de procesos
migratorios que tiene lugar durante el desarrollo. Por ejemplo, se sabe que juegan un
papel fundamental en la migraciéon de las células del mesodermo y el desarrollo del
sistema vascular en vertebrados (Ruhrberg, 2003; Yang et al., 2008). Asi mismo se ha
demostrado que esta familia de kinasas regula la correcta diferenciacion de las células del

sistema inmune, asi como su migracioén durante el desarrollo embrionario de vertebrados

(Clauss, 2000; Keck et al., 1989; Leung et al., 1989).

En Drosophila melanogaster, se ha visto que el receptor Pvr tirosina kinasa regula la
migracion de distintas poblaciones celulares, como las células del borde del ovario
(Duchek et al., 2001). Asi mismo, se ha demostrado que Pvr se requiere para la correcta

diferenciaciéon y migracion de macrofagos embrionarios, demostrando que la funcién de
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esta familia de proteinas en el sistema inmune estd evolutivamente conservada.
Mutaciones en el receptor Pvr provocan que los macrofagos no se diferencien bien,
algunos mueran y también que no migren correctamente, indicando que su expresion es
necesaria durante toda la vida del macréfago (Brickner et al., 2004; Cho et al., 2002;
Parsons y Foley, 2013; Wood et al., 2006). Como se ha mencionado anteriormente, la
principal funcién de los receptores Pvr es la de reconocer moléculas guias de la familia
Pvf (Duchek et al., 2001). En Drosophila se han identificado tres miembros de la familia
Pvf, siendo conocidos como Pvfl (Vegfl 7E), Pvf2 (VegtChb) y Pvf3 (VegfCa) (Heino et al.,
2001). Los embriones mutantes para estas proteinas guia también presentan fallos en la
migracion de los macrofagos (Parsons y Foley, 2013; Wood et al., 2006). Ademas, se ha
demostrado que estas moléculas se expresan de forma concreta en un tejido y en un
momento determinado de la embriogénesis, marcando a los macréfagos la ruta a seguir
durante su migracion a lo largo del embrion. De esta forma, del estadio 10 al estadio 12,
Pvfl se expresa en la parte posterior de la cola del embrién y del estadio 11 al estadio 15
en la traquea, ectodermo caudal, tubos de Malpighian y células salivares (Tabla 2, Fig.

16).

Estadios Pvfl Pvi2
Estadio 10 - Itesting
Traquea, |posterior de pOStC“.()r y
Estadio 11 | ectodermo | la cola B,
ekl tubos de
it 2 . .
Estadio 12 | (1bos de Malpighian
Estadio 13 Malpighian, Cuerda
Estadio 14 Al nerviosa

Estadio 15 | salivares

Tabla 2. Expresion de los distintos Pvf a lo largo de la embriogénesis de Drosophila melanogaster.

La molécula guia Pvf2 se observa desde estadios 10 a estadios 13 tanto en el intestino
anterior como en el posterior, asi como en los tubos de Malpighian. Ademas, Pv{2 se
expresa en la cuerda nerviosa, iniciando su expresion en el estadio 12, llegando a ser
maxima en el estadio 14, y reduciéndose en una oleada en sentido antero-posterior a lo
largo de la cuerda nerviosa, quedando su expresion reducida a unas pocas células de la
parte posterior de la cuerda nerviosa en el estadio 15 (Tabla 2, Fig. 16). Finalmente Pv{3

presenta un patrén de expresion similar a Pv2, teniendo una expresion fuerte desde
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estadios 10 a estadios 12 en el intestino anterior y desde estadios 10 a estadios 13 en la

cuerda nerviosa (Tabla 2, Fig. 16, (Cho et al., 2002; Wood et al., 2006).

Vegf17E Vegf27Ca Vegf17E /27Ca/27Ch
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Fig. 16. Expresion de los distintos Pvfs durante la embriogénesis de Drosophila melanogaster. (Cho

et al., 2002)

Finalmente, se conoce que la via Pvf/Pvr regula la migracion de macréfagos a través
de las Rho GTPasas Rac y Cdc42 (Fig. 17), las cuales regulan la reorganizacion del

citoesqueleto de actina, controlando asi el movimiento celular.

Migracién durante la embriogénesis Migracion hacia las Heridas
PI3K independent PI3K dependent
PVR dependent PVR independent
PVR GPCR
\ [PiK]
P
\ l
\
Adhesion Actin Polarity
rearrangements

Fig. 17. Esquema del papel de las Rho GTPasas y RTKs en la migracion de macréfagos (adaptada de

Wood and Jacinto, 2007).
2.3.5. Proteinas de 1a MEC.
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Como se ha mencionado anteriormente, los macrofagos son, junto al tejido graso, los
principales productores de proteinas de la MEC (Knibiehler y Mirre, 1987; Mirre et al.,
1988; Yasothornsrikul et al., 1997). Si bien, el papel de los distintos componentes de la

MEC en el desarrollo y migracion de los macréfagos ha sido muy poco estudiado.

2.3.5.1. Colageno IV.

A pesar de que el papel de los Colagenos en migracion celular ha sido ampliamente
estudiado en modelos celulares in vitro y en tejidos cultivados ex vivo, poco se sabe de su
funcion en el contexto tridimensional de organismos en desarrollo. De estos estudios se
ha concluido que los Colagenos se necesitan para una migracion dirigida eficiente
(revisado en Charras and Sahai, 2014). En Drosophila sélo encontramos Colagenos tipo
IV, XV y XVIII. Los Colagenos XV y XVIII estan vinculados a la membrana basal y
solo existe un ortélogo para los dos tipos, multiplexin (Hynes y Zhao, 2000; Myllyharju y
Kivirikko, 2004). Mutantes en multiplexin son viables y no presentan defectos en migracion
celular (Momota et al., 2011). Sin embargo, existen dos tipos de Colageno IV que son
codificados por los genes, viking (vkg) y Coll IV, respectivamente (Le Parco et al., 1986). El
analisis fenotipico de embriones mutantes para una deficiencia que elimina ambos genes
de Colageno IV, muestra que son letales y presentan agujeros en la cuticula y defectos en
la traqueay en la condensacion de la cuerda nerviosa (Martinek et al., 2008). Con respecto
al papel del Colageno IV en migraciéon celular, se ha demostrado que este Colageno
producido por los macréfagos se requiere para la correcta migracion de los tabulos
renales. En este contexto, se ha visto que el papel del Colageno IV es sensibilizar a las
células presentes en la punta de los tibulos a migrar en la direccién de un gradiente del
ligando BMP, Decapentaplegic (Bunt et al., 2010). Si bien, y a pesar de que los
macro6fagos producen altos niveles de Colageno IV, atn se desconoce el papel de este

Colageno en la migracion de los macrofagos.

2.3.5.2. Lamininas.
Las lamininas son las glicoproteinas mas abundantes de la matriz intersticial y de la
membrana basal. Numerosos experimentos usando distintos animales modelos han
demostrado la importancia de las lamininas en la migraciéon de diversas poblaciones

celulares durante la embriogénesis, como la migracion de la cresta neural en vertebrados
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(revisado en Perris and Perissinotto, 2000) o de las células endodermales, traqueales y
mesodermales en el embrion de Drosophila (Urbano et al., 2009; Urbano et al., 2011).
Dependiendo del contexto celular y del tipo de lamininas, estas pueden ejercer un
actividad promotora o inhibidora del movimiento celular. Ademas, se ha visto que las
lamininas funcionan no sélo como un substrato sobre el cual las células migran, sino que
también pueden controlar el movimiento celular modulando la accién de factores guias
embebidos en ellas (McKerracher et al., 1996). Sin embargo, y a pesar de que los
macrofagos son los principales productores de lamininas poco se sabe del papel de estas
en la diferenciacion y migracion de los mismos. Asi, resultados preliminares obtenido en
el laboratorio mostraron que la migraciéon de macréfagos a lo largo de la cuerda nerviosa
esta comprometida en embriones que carecen totalmente de lamininas (Urbano et al.,
2009). Pero atn se desconocen los mecanismos moleculares y celulares por los cuales las
lamininas regulan la migracion de los macrofagos, lo que ha sido objeto de estudio en esta

tesis doctoral.

2.3.5.3. Perlecan.

El papel de Perlecan en migracion celular ha sido muy poco estudiado. Ha sido
recientemente que se ha demostrado mediante ensayos de células en cultivo que Perlecan
se requiere para la migracién de células endoteliales vasculares y células madres derivadas
de la médula 6sea (Nakamura et al., 2015). Su papel en la morfogénesis y migracion de
los macroéfagos ha sido muy poco estudiado. Se conoce que la falta de Perlecan provoca
un descenso en el nimero de hemocitos presentes en el estadio larvario 3, y se desconoce
a través de que moléculas regula este fendmeno, se ha relacionado con alteracion en los
niveles de los factores de crecimiento VEGEF/PDGF y con un factor de transcripcion
llamado pointed el cual regula la proliferacion de los hemocitos en estadios larvarios
(Lindner et al., 2007; Zettervall et al., 2004). Sin embrago, se desconoce si Perlecan se

requiere para la correcta migracion de macrofagos durante la embriogénesis.

2.4.Regulacion de la fagocitosis de macrofagos embrionarios.
Por dltimo, ya que los macréfagos embrionarios migran y se distribuyen a lo largo del

embrion para ejercitar una de sus principales funciones, la de fagocitar, se va a describir
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brevemente el proceso de fagocitosis durante la embriogénesis de Drosophila melanogaster.
Si bien la capacidad de fagocitar esta presente en muchos tipos celulares, existe una
diferencia entre fagocitos profesionales, que son aquellos que presentan esta capacidad
como parte de su funcion celular, y fagocitos no profesionales, que son aquellos que tienen
la capacidad de fagocitar, pero no es su fin dentro del organismo. En Drosophila los
fagocitos profesionales son los macréfagos embrionarios (Williams, 2007). El proceso de
fagocitosis en el embrion de Drosophila melanogaster ha sido centro de estudio debido a que
sus mecanismos celulares se encuentran conservados evolutivamente (Williams, 2007). La
fagocitosis esta regulada por receptores, conocidos como “carroferos”, que se expresan
en los macroéfagos. Entre estos receptores caben destacar:

- Croquemort: es un receptor homoélogo a los receptores CD36 presentes en
vertebrados. Su presencia es exclusiva de macréfagos embrionarios, y su principal funcién
es la de reconocer los cuerpos apoptoticos, no siendo esencial para la fagocitosis de
bacterias (Franc, 1999; Franc et al., 1996).

- Draper: es un receptor de membrana que se encuentra tanto en macrofagos
embrionarios como en células de la glia. Su principal funcion es la de reconocer cuerpos
apoptoticos y ayudar en el proceso de fagocitosis (Manaka et al., 2004).

- NimC4/Simu: es otro receptor de membrana implicado en el reconocimiento y en
el proceso de la fagocitosis de los cuerpos apoptoéticos. Este receptor también esta presente

en las células de la glia (Kurant et al., 2008).

Otras proteinas implicadas en la correcta fagocitosis y que han sido ya citadas en esta
introduccion son:

- Integrinas: se ha descrito que juegan un importante papel en la fagocitosis de los
cuerpos apoptoticos asi como de bacterias en macréfagos embrionarios de Drosophila
melanogaster en cultivo (Nonaka et al., 2013). Sin embargo, se desconoce si juega algin
papel en la fagocitosis que tiene lugar durante la embriogénesis.

- Rho y Rab GTPasas: distintos miembros de esta super familia han sido implicados
en fagocitosis. Por ejemplo, se ha visto que mutantes en Rab35 muestran defectos en la
fagocitosis in vivo. El papel de Rab35 en este contexto es el de mediar el transporte de

(Cdc42 y Racl hacia la membrana durante el proceso de fagocitosis (Shim et al., 2010).
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Asi mismo, se ha demostrado que macréfagos mutantes para Rabl4, Rab7 o Rab2
muestran defectos en la fagocitosis de Staphylococcus aureus (Garg y Wu, 2014).
- Scar/WAVE, esta proteina acta sobre proteinas reguladoras de actina, a través de

las cuales median la correcta fagocitacion de los cuerpos apoptoéticos y de las bacterias

(Evans et al., 2013).

Finalmente, aunque en Drosophila no se ha estudiado, se sabe que la MEC puede
incrementar la actividad fagocitica de leucocitos mononucleares y polimorfonucleares.
Esto es asi gracias a que facilita el contacto entre el receptor apoptotico y el cuerpo
apoptotico, asi como la acumulacion de proteinas estimuladoras de la fagocitosis (Brown,

1986).

42



Objetivos



Objetivos

La migracion celular es algo propio de ciertas células, inofensivo y necesario para la
correcta embriogénesis, asi como para el mantenimiento del organismo adulto. Pero si
esa funcion la adquieren células malignas, se convierte en danino y peligroso para la vida.
Por ello, estudiar la migracion celular y los mecanismos moleculares y celulares que la
regulan, no s6lo aporta un mayor conocimiento de los procesos embriologicos, sino que
permite usar esos conocimientos en pro de comprender, e incluso tratar, procesos de

migracion celular implicados en enfermedades, como el cancer.

Trabajos previos han implicado a la matriz extracelular, y en particular a las lamininas,
en procesos de migracion celular. Sin embargo la mayoria de estos trabajos se han llevado
a cabo en células en cultivos, por lo que su implicaciéon en los procesos celulares que
ocurren durante la embriogénesis queda atn por descubrir. Ademas poco se sabe de los
mecanismos a través de los cuales la matriz extracelular regula la migraciéon celular. En
esta tesis se ha propuesto analizar in vivo el papel de la matriz extracelular en migracion
celular durante la embriogénesis, usando los macréfagos de Drosophila melanogaster

como sistema modelo. En particular, los objetivos planteados en esta tesis son:

*
°e

Estudio in vivo de la funcién de la matriz extracelular en general, y de las
lamininas en particular, en la migracion de macrofagos durante la

embriogénesis.

*
°e

Estudio de la localizacién de las lamininas en el embrién durante la migracion

de macrofagos.

o
*

Analisis de los mecanismos celulares y moleculares a través de los cuales las

lamininas regulan la migracién de macrofagos.

o
*

Andlisis del papel de las lamininas en la actividad fagocitica de los macroéfagos.

o
*

Estudio de la funcién del Colageno IV en la migracion de macrofagos.

o
*

Generacion de un mutante para el gen nidogen.

X/
X4

X Estudio del papel de nidogen durante la migracion de macréfagos a lo largo del

desarrollo embrionario.
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Analisis del papel de las Lamininas en la migracion de

macrofagos embrionarios.

Como se ha mencionado en la introduccion, en Drosophila melanogaster sdlo existen dos
tipos de Lamininas (Laminina A y Laminina wb). Ambas comparten las mismas
subunidades B (codificada por el gen LanB1)y y (codificada por el gen LanB2), mientras
que portan distintas o (codificadas por los genes Land y LanWh, respectivamente). Asi, la
eliminacion de cualquiera de las subunidades B o v, da lugar a la eliminacién completa
de todas las lamininas presentes en Drosophila (Urbano et al., 2009). Por ello, en este
trabajo y con la intenciéon de analizar el papel de las lamininas en la migracion de los
macrofagos se utilizaron mutantes en el gen LanBI. Dichos mutantes se aislaron en
colaboracion con el laboratorio del Dr. J. de Celis (Fig. 18 A, (Urbano et al., 2009)). De
los diferentes mutantes que se generaron en aquel trabajo, se decidi6 utilizar en esta tesis

doctoral la deficiencia llamada LanB1P| la cual elimina el gen completo (Fig. 18 A).

P3 P2 P1P5

P4
L -3 V 2 -1 V W 1 2 3 4 5 6 7 8 QV[Kb]
1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1
: lanB1%f deletion (
280 i
CG7134-RA ) lanB12% deletion { ,an?11s1 Ian91”°3

lanB1-RA

641aa 1143aa 1790aa

LanB1787

e

Fig. 18. (A) Esquema de la region génica del gen LanB1. (B y C) Embriones control (B) y mutante para
la Laminina B1(C) tefiiddos con anti-Srp, lo cual permite visualizar los macréfagos. Modificado de

Urbano et al 2009.
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Andalisis preliminares realizados en el laboratorio del fenotipo de embriones mutantes
LanB1P¢ determinaron que la falta total de lamininas afectaba a la migracién de distintas
poblaciones embrionarias, incluyendo, células endodermales, de la traquea, de la
glandula salivar y los macréfagos (Urbano et al., 2009). Més en concreto, se observo que
la migracion de los macrofagos a lo largo de la cuerda nerviosa estaba afectada en

embriones mutantes LanB 1P (Fig. 18 B y C) (Urbano et al., 2009).

1. Estudio del papel de lamininas en las diferentes etapas de la

migracion de macrofagos durante la embriogénesis:

En este trabajo se procedié a caracterizar en mas detalle el fenotipo previamente
observado en macréfagos de embriones mutantes LanB1P¢f, Para ello se cuantificaron los
defectos en migracion de macréfagos, usando los criterios de clasificacion del fenotipo
utilizados anteriormente en el laboratorio (Comber et al., 2013). Esta clasificacion
establece 4 clases diferentes de fenotipos, que se distinguen entre si por el namero de
neurémeros de la cuerda nerviosa desprovistos de macrofagos en el estadio 13, que es
cuando en el embrién silvestre los macréfagos cubren completamente la cuerda nerviosa

en el eje antero-posterior.

Fig. 19. Visi6n lateral de embriones de estadio 13 donde se pueden observar lo diferentes fenotipos de

migraciéon de macréfagos a lo largo de la cuerda nerviosa. Modificada de Comber et al., 2013.
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De esta manera un embriéon de Clase I es aquel en el que todos los neurémeros estan
recubiertos de macréfagos (Fig. 19 A), uno de Clase II es aquel que presenta entre 1 y 2
neurémeros sin macroéfagos (Fig. 19 B), uno de Clase III es aquel en el que existen entre
3 y 4 neurémeros vacios de macrofagos (Fig. 19 C), y finalmente, uno de Clase IV, es

aquel que tiene mas de 5 neurémeros vacios (Fig. 19 D).

Utilizando esta clasificacion, se observé que mientras la mayoria de los embriones eran
de Clase I, en concreto un 93% , y el 7% restante pertenecian a la Clase II. En contra, en
el caso de los mutantes LanB1P< la Clase IV era la mayoritaria, con un 46% de
embriones, seguido por la Clase III con un 31% y las Clases Il y I con un 14% y un 9%,

respectivamente (Fig. 20).

100
% M Clase |
80 M Clase I
[ Clase i
60 [] Clase IV
40
20
0

Control LanB1Def

Fig. 20. Clasificacién de embriones control y mutantes de LanB1P¢ de estadio 13, segin el fenotipo de

migracién de macréofagos a lo largo de la cuerda nerviosa. Control (n=75) y LanB1P¢f(n=96).

Con el objetivo de conocer los mecanismos por los cuales la falta de las lamininas afecta
a la migracion de los macrofagos, se decidi6 tratar de analizar por qué los macréfagos de
los embriones mutantes LanB 1P presentaban un retraso respecto a los de los embriones
controles. El fenotipo de migracién podria deberse a que las lamininas fuesen necesarias
durante la primera etapa de la migracién, entrada en la cola. Retrasos en esta primera
etapa provocaria que en el estadio 13 los macréfagos no hubiesen cubierto
completamente la cuerda nerviosa, que es el fenotipo que se observa en los mutantes
LanB1P< Por otro lado, las lamininas podran ser necesarias solo para la migracion de los
macrofagos sobre la cuerda nerviosa, lo que produciria un fenotipo similar al observado.
Y finalmente, las lamininas podrian ser requeridas para una correcta migracion durante

ambas etapas. Para poder testar estas diferentes posibilidades, y ya que la migracion
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celular es un proceso dinamico, en este estudio se propuso realizar un analisis in vivo de
las distintas etapas de la migracion de los macréfagos en embriones silvestres y mutantes
para las lamininas. Para ello, se utilizo el sistema UAS/GAL4 (G4, ver materiales y
Métodos) y mas en concreto la linea Srph.G4, la cual contiene el promotor del gen serpent
(stp) que se expresa especificamente en los macroéfagos al inicio de su diferenciacion y se
mantiene a lo largo de la embriogénesis (Rehorn et al., 1996). Asi mismo se crearon, por
recombinacion, moscas que portaban esa linea G4 y una construccion UAS-GFP, lo que
permite expresar la proteina fluorescente “Green Fluorescent Protein” (U-GFP) en los
macroéfagos y asi seguir su migracion in vivo. En concreto, los genotipos de los embriones
utilizados en este estudio fueron: “w;;Srph.G4-U-GFP” (embriones control) vy
“w;LanB 14 Srph.G4-U-GFP” (embriones mutantes LanB1P<f).

1.1. Entrada en la cola del embrion.

Como se ha mencionado en la Introduccion, en esta etapa, que ocurre durante los
estadios 10 y 11 de la embriogénesis, los macréfagos salen de la cabeza para llegar hasta
la parte exterior de la cola, entran en ella rodeando al intestino posterior, e inician su
migracion sobre la cuerda nerviosa hacia el extremo anterior del embrion (Fig. 21). Esta

etapa finaliza con el inicio de la retraccion de la banda germinal (Siekhaus et al., 2010a).

Macréfagos Macréfagos

Estadio 10 Estadio 11

Fig. 21. Vision lateral de embriones controles de estadios 10y 11.

En esta etapa se observé que los macréfagos de embriones mutantes LanB1Pef
presentaban un retraso en la entrada de la cola cuando se comparaban con los de
embriones control (Fig. 22 A y B, tridngulo negro). Este retraso se podria deber a una
demora en la primera fase de esta etapa, migracion por el interior del embrion hacia la
cola del embrion (Fig. 22 Ay B, asterisco), o en la fase donde rodean el intestino posterior

o en varias o en todos ellas.
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P

srpH>CD2 . LanB1Def ;srpH>CD2

Fig. 22. Vision lateral de embriones control y LanB1P<f de estadio 11. La flecha sefiala el punto de
partida de los macroéfagos, el asterisco, la travesia que tiene lugar dentro del embrién, y el tridngulo

senala la entrada en la cola del embrién.

Para distinguir entre estas posibilidades, se cuantifico in vivo la velocidad de migracion
de los macrofagos en las distintas fases. Con respecto a la primera fase, se observo que si
bien a finales del estadio 10, determinado por la diferenciacion de los 3 segmentos de la
cabeza (Hartenstein, 1993), los macrofagos de embriones control ya empezaban a
aparecer alrededor del intestino posterior, no se observaron macrofagos en los embriones
mutantes LanB1Pf (Fig. 23 A y B, flecha en 0 min.). Estos resultados sugieren que en
ausencia de lamininas esta primera fase de migracion de los macréfagos esta afectada. Asi
mismo, se observd que, una vez que los macrofagos entraban por la cola, estos se movian
mas lentamente alrededor del intestino posterior (Fig. 23 A y B, flecha en 100 min.) y
sobre la cuerda nerviosa en embriones mutantes LanB1P¢ respecto al control (Fig. 23 A
y B, barra en 150 min.). De este modo, mientras que los macréfagos en el embrion control
presentaban una velocidad de 1,27 pm/min cuando rodeaban al intestino posterior y de

0,84 pm/min cuando migraban sobre la cuerda nerviosa, los macrofagos de embriones

mutantes LanB1P¢ presentaban una velocidad de 0,74 pm/min y 0,70 pm/min,
respectivamente (Fig. 23 C). Estos resultados demuestran que las lamininas se requieren
desde la primera etapa de migracion de los macréfagos, siendo este requerimiento mayor
cuando migran rodeando el intestino posterior que cuando comienzan a migrar sobre la
cuerda nerviosa, ya que la reduccion en la velocidad de migracion en embriones mutantes
LanB1P¢ comparados con control es en torno al 41% cuando rodean al intestino posterior

mientras que es solo en torno al 17% cuando lo hacen sobre la cuerda nerviosa (Fig. 23

Q).
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Migracién rodeando Migracién sobre
el intestino posterior la cuerda nerviosa

Fig. 23. Vision dorsal de un embrién control (A) y un embrién LanB1Def (B). La figura muestra una
secuencia de imagenes a diferentes tiempos de una filmacién de la etapa de entrada a la cola del

embrién. (C) Cuantificacion de las velocidades de migracion en embriones control y mutantes.
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1.2. Migracion a lo largo de la linea media de la cuerda nerviosa.

Durante esta etapa, los macréfagos migran sobre la parte ventral y dorsal de la linea
media de la cuerda nerviosa. Asi, mientras unos migran desde la cola hacia la cabeza, es
decir en sentido posterior-anterior, como se ha descrito en la seccién anterior, otros
migran desde la cabeza hacia la cola, es decir en sentido anterior-posterior. O sea, ambas
poblaciones migran en la misma direccion pero en sentidos opuestos, con el fin de cubrir

por completo la cuerda nerviosa (Fig. 24) (Tepass et al., 1994).

Macrofagos Macrofagos

“"J;‘;; S » :3"

Estadio 12 Estadio 13 il

Fig. 24. Vision lateral de embriones controles de estadios 12y 13.

Lo que se ha descrito hasta ahora es que los macrofagos migran por ambos lados,
dorsal y ventral, de la cuerda nerviosa, desde el principio de esta migracion y que cruzan
de un lado a otro por los canales que existen en la cuerda nerviosa, los espacios entre
neurémeros (Tepass et al., 1994). De esta manera, unos macréfagos migrarian entre la
parte ventral de la cuerda nerviosa y el ectodermo (migraciéon ventral) y otros lo harian
entre la parte dorsal de la cuerda nerviosa y el mesodermo (migraciéon dorsal) (Fig. 25).
Ademas, estas dos poblaciones se entrecruzarian a través de los canales existentes en el

sistema nervioso.

Migracion Dorsal

Mesodermo

Ectodermo /

Fig. 25. Esquema de la migracion de los macréfagos sobre la cuerda nerviosa.

Migracion Ventral
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El analisis in vivo nos ha permitido ver esta descripcion de la migracion de macrofagos
a lo largo de la cuerda nerviosa no es totalmente correcta y, que en realidad, los
macréfagos migran primero sobre la parte dorsal de la cuerda nerviosa y a medida que
se van encontrando los canales cruzan hacia la parte ventral, e inician una migracion local
sobre esta parte. Con lo que se podria concluir que los macréofagos que decoran la parte
ventral, entre la cuerda nerviosa y el ectodermo, en realidad provienen de la parte dorsal,

contradiciendo lo hasta ahora publicado (Fig. 26 Ay B).

Fig. 26. Vision aumentada de la migracién sobre la cuerda nerviosa en un embrién control (A) y una
secuencia de imagenes de la misma (B). (d es dorsal, v es ventral y los nimeros sefialan los neurémeros

por los que estan migrando los macréfagos).

Por ello, y con el fin de analizar el papel de las lamininas en la migracion de los

macroéfagos a lo largo de la cuerda nervioso, se cuantifico la velocidad de migraciéon de
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los mismo tanto en la parte dorsal como en la ventral de la cuerda nerviosa en embriones
control y mutantes (Fig. 27 A-F). Asi, se observd que los macréfagos control migraban a
una velocidad de 3,06 pm/min en la parte ventral y 2,97 pm/min en la parte dorsal, pero
que esta diferencia no era estadisticamente significativa (p>0,03), por lo que se podria
decir que los macréfagos, en el caso control, migraban a la misma velocidad en ambos
lados de la cuerda nerviosa. Sin embargo, los macrofagos en embriones mutantes
LanB1P<]o hacian a 1,73 pm/min y 2,65 pm/min respectivamente (Fig. 27 G y H). Asi,
la migracion de los macroéfagos en la parte ventral del embrion era un 44% mas lenta en
los mutantes de lamininas mientras que en la parte dorsal era sélo un 10.7% mas lenta,

siendo en ambos casos las diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

LanB1;srpH>GFP
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Fig. 27. (A,B,C) Vision lateral de un embrién control y (B,D,H) de un embrién LamB1Pel. Las imagenes
muestran la migracion sobre la cuerda nerviosa en diferentes estadios del embrién. (G) Cuantificacion
de la velocidad de migraciéon sobre la parte ventral de la cuerda nerviosa. (H) Cuantificacién de la

velocidad de migracién sobre la parte dorsal de la cuerda nerviosa.
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1.3. Migracion lateral en la cuerda nerviosa.

Tras la migracion sobre la linea media de la cuerda nerviosa tiene lugar la migracion
lateral. Esta migracion consiste en que los macrofagos se desplazan desde la linea media
hacia las zonas adyacentes, pasando de formar una sola linea a formar tres lineas paralelas

sobre la cuerda nerviosa (Fig. 28).

Macréfagos Macréfagos

Estadio 13 Estadio 14

Fig. 28. Vision lateral de embriones controles de estadios 13 y 14.

En esta etapa se cuantifico la velocidad a la que los macréfagos migraban lateralmente,
y se observo que entre macrofagos de embriones control y mutantes LanB1P¢ no existian
diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) (Fig. 29 D). Sin embargo, se observod
que el niimero de migraciones laterales era menor en los embriones mutantes LanB1Pef
respecto a los control (Fig. 29 A y B). Asi pues, se decidié cuantificar la proporciéon de
macro6fagos que realizaban la migracion lateral respecto al total de macrofagos presentes
en la linea media de la cuerda nerviosa. Se observd que mientras que en los embriones
control un 45% de los macrofagos de la linea media se movian 1 lateralmente, en los
embriones mutantes LanB1P¢f, los macréfagos que iniciaban dicha migracién no llegaban
al 20% (Fig. 29 C). Este resultado muestra que las lamininas, aunque no afectan la

velocidad de migracion de esta etapa, si regulan de alguna forma la migracion lateral.
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Fig. 29. Visi6on dorsal de un embrién control (A) y de un embriéon LamB1P<(B). Las imagenes muestran
la migracién lateral sobre la cuerda nerviosa a través del tiempo (o a 120 min). La tltima imagen muestra
el seguimiento realizado a los macréfagos que realizan la migracién lateral. (C) Proporcién de
macro6fagos que estan en la linea media y realizan la migracién lateral. (D) Cuantificacion de la velocidad

de migracion lateral sobre la cuerda nerviosa.

Antes de moverse y durante la migracion dirigida, como es el caso de los macréfagos,
las células dirigen y estabilizan las proyecciones celulares en el sentido de la migracion.
Estas proyecciones se anclan al sustrato para asi arrastrar el resto de la célula en la
direccion del movimiento. Posteriormente, se desanclan y se vuelven a formar nuevas
proyecciones, siendo algo ciclico. Por ello, y con el proposito de investigar por qué se
observaban menos macrofagos moviéndose lateralmente en embriones mutantes respecto
a controles, se decidi6 analizar la distribucion de las proyecciones de los macréfagos que

realizaban la migracién lateral en embriones controles y mutantes LanB1P¢f. El resultado
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de este analisis mostr6 que en los macréfagos de embriones control las proyecciones eran
siempre en el sentido de la direcciéon de migracion y persistian a lo largo del tiempo (Fig.
30 A, asteriscos). Sin embargo, la proyecciones de macrofagos de embriones mutantes
LanB1P se distribuian de manera mas aleatoria y ademdas eran muy poco estables

comparadas con las de macréfagos de embriones control (Fig. 30 B, asteriscos).

Srph>GFP

LanB1Def :Srph>GFP

Fig. 30. (A y B) Seguimiento de las proyecciones realizadas por macréfagos durante su migracion
lateral. Visiéon aumentada de un evento de migracién lateral de un macréfago en un embrién control
(A) y un embrion LamB1P¢!(B). Las flechas sefialan la direccién de migracion, los asteriscos muestras las

proyecciones de los macréfagos.

1.4. Migracion aleatoria.
En la dltima etapa los macréfagos presentan una migracion aleatoria, sufriendo
eventos de contacto y repulsion mientras se mueven, lo que redunda en una distribucién

homogénea a lo largo del embriéon (Stramer et al., 2010).

Un analisis de seguimiento de los macréfagos que se movian aleatoriamente sobre la
cuerda nerviosa reveld que, en un mismo espacio de tiempo, los macrofagos de embriones
controles se movian distancias mas largas que los de embriones mutantes (Fig. 31 A, B).
Por ello, se cuantifico la velocidad de los macréfagos, revelando que la velocidad era de
2,75 pm/min en embriones control y de 2,3 um/min en embriones mutantes LanB1P¢f
(Fig. 31 C), siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Este resultado

sugeria que en esta Gltima etapa las lamininas también eran necesarias, ya que la
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migracion aleatoria de macroéfagos de embriones LanB1P¢f es un 17% mas lenta que la

observada en embriones control.
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Fig. 31. (A y B) Seguimiento del movimiento de macréfagos durante la migracién aleatoria. Vision
aumentada de un evento de contacto y repulsién entre dos macréfagos en un embrién control (D) y un
embrién LamB1P< (E). (C) Cuantificacién de la velocidad de los macréfagos durante la migracién
aleatoria. (I') Representacién del nimero de contactos (eje y) y del tiempo en contacto (¢je x) durante

60 minutos de migracién aleatoria.

Otro aspecto analizado en esta ultima etapa ha sido la dinamica de los eventos de
contacto y repulsion. Experimentos previos hechos en el laboratorio demostraron que
existia un requerimiento de las integrinas, principales receptores de las lamininas, para
los fenémenos de contacto y repulsion (Comber et al., 2013). Por ello, se decidi6 estudiar

s este también era el caso para las lamininas. Para ello, se cuantificd el tiempo en que
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permanecen en contacto los macrofagos, en embriones control y embriones mutantes
LanB1P (Fig. 31 D y E). El resultado mostré que si bien el porcentaje de macréfagos que
permanecian en contacto menos de 5 minutos era del 67% en embriones control, este
porcentaje disminuia al 49% en embriones mutantes LanB1P¢f, De manera similar, el
28% de los macrofagos permanecian en contacto entre 5 y 10 minutos en embriones
control, frente al 27% en embriones mutantes LanB1P¢f, Por Gltimo, mientras que sélo
un 4% de los macréfagos permanecian en contacto entre 10 y 15 minutos en embriones
control, en los mutantes este porcentaje se incrementaba al 13%. Atn mas, mientras que
los macroéfagos de embriones control nunca permanecian en contacto mas de 15 min, se
encontr6 que un 11% de los macrofagos de embriones mutantes LanB1P< si lo hacian
(Fig. 31 F). De estos resultados se puede concluir que las lamininas tienen un papel

fundamental en los eventos de contacto y repulsion.

2. Analisis del requerimiento de las lamininas durante la

migracion de macrofagos.

Una vez se determiné que las lamininas se necesitaban para la correcta migracion de
los macroéfagos, se decidi6 analizar qué células producian las lamininas necesarias para la
migracion de los macréfagos. En este contexto, existen al menos dos escenarios posibles.
Por una parte, las lamininas se podrian secretar por el substrato de migracion, las células
sobre las cuales migran los macréfagos, como las células de la cuerda nerviosa. Este se ha
propuesto ser el caso de las células del mesodermo visceral caudal que migran sobre una
matriz que deposita el mesodermo visceral (Urbano et al., 2011). En el otro escenario, los
macrofagos, que en realidad son los principales productores de matriz extracelular,
podrian secretar las lamininas requeridas para su migracion. Este el caso de gliomas y
melanomas, los cuales se ha visto que sintetizan sus propias lamininas para migrar
(Kawataki et al., 2007; Oikawa et al., 2011). En un tltimo escenario, las lamininas se
podrian secretar por ambos, el sustrato y los mismo macréfagos. Para intentar distinguir
entre estas posibilidades se llevaron a cabo 2 aproximaciones distintas: 1) se estudi6 el
patron de expresion de las lamininas durante la embriogénesis y 2) se analizé el
requerimiento funcional de las lamininas en el sustrato y en los macrofagos por separado

durante la migracion de los mismos.
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2.1 Estudio del patron de expresion embrionario de las lamininas.
Estudios anteriores demostraron que los principales productores de las lamininas y
otros componentes de la matriz extracelular durante la embriogénesis de Drosophila eran
los macrofagos y el cuerpo graso (Broadie et al., 2011). Si bien todos estos estudios se
realizaron usando anticuerpos frente a determinados dominios de las distintas
subunidades de las lamininas. Por lo tanto, es posible que esos dominios no se expongan
bien en los distintos contextos celulares y por ello que atn no se disponga del patron de
expresion completo de las lamininas durante la embriogénesis. Asi, por ejemplo, el uso
del anticuerpo aislado y usado por Fessler et al., en 1987 revela principalmente la
expresion de las lamininas una vez ensambladas en las membranas basales que rodean
distintos 6rganos y tejidos. Otros anticuerpos detectaban las lamininas en los macréfagos
durante su migracion, en algunas células de la glia y en la membrana basal que rodea a
la cuerda nerviosa en estadios tardios, estadios 16-17 (Fessler et al., 1987; Kusche-
Gullberg et al., 1992; Montell y Goodman, 1989; Wolfstetter y Holz, 2012). Ademas,
como esos estudios se realizaron en tejido fijado se sabe muy poco sobre la dinamica de
expresion de las lamininas in vivo. Por todo ello, en esta tesis se decidi6 analizar en mayor
profundidad el patrén de expresion de las lamininas en el embrion mediante diferentes

técnicas como la hibridacion in situ, técnicas inmunohistoquimicas y andlisis in vivo.

2.1.1. Expresion del RNAm de LanBlI.

En esta seccion analizamos el patron de expresion del RNAm de lanBI mediante la

técnica de hibridacion in situ en embriones Srph.G4-U-GFP (ver Mat. y Met.).

El resultado de la hibridacién in situ confirmo, por una parte que los macrofagos y el
cuerpo graso transcribian el gen LanB1, y por otra, revel6 que algunas células del sistema
nervioso también eran capaces de transcribirlo (Fig. 32). Estudios anteriores han
propuesto que estas células podrian ser células de la glia (Kusche-Gullberg et al., 1992;
Montell y Goodman, 1989). En cualquier caso, este resultado no nos permite discernir
cudl de los posibles escenarios previstos anteriormente es el correcto, ya que la lamininas
se producen tanto por los macréfagos como por el substrato sobre el que migran, el

sistema nervioso.
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Estadio 11

| ARNm LanB1

Estadio 14

ARNm LanB1"

Fig. 32. Embriones silvestres de estadios 11 y 14. Arriba, vision lateral del estadio 11 y abajo, vision

ventral del estadio 14. En verde se visualizan los macréfagos y en rojo el RNAm de LanB!

2.1.2. Expresion de la proteina LanB1.

Como se ha mencionado anteriormente, los estudios del patrén de expresion de las
lamininas usando anticuerpos frente a la subunidad LanB1 y LanB2 se han realizado en
tejido fijado (Fessler et al., 1987; Kusche-Gullberg et al., 1992; Montell y Goodman, 1989;
Wolfstetter y Holz, 2012).

Para analizar en mas profundidad el patrén de expresion de las lamininas se decidio
utilizar una nueva herramienta recientemente publicada, LanB1GFP. Esta herramienta
son unas moscas transgénicas en las cuales se ha insertado un BAC (del inglés, bacterial
artificial chormosome) que contiene el gen que codifica para la proteina “Green
Fluorescence Protein” (GFP) y un fragmento grande del entorno genémico del gen LanB1,
que muy probablemente contiene todas las secuencias reguladoras del mismo (Sarov et al.,
2015). De hecho, se sabe que este BAC, insertado en el cromosoma III es capaz de
rescatar el fenotipo y la viabilidad de moscas mutantes para LanB1. Esto apoya el hecho
de que el patréon de expresion de la proteina quimérica LanB 1 GFP probablemente refleja
el patron endogeno de expresion de LanBl. Por dltimo, estas moscas LanBl1GFP
portarian dos copias del gen LanBI, una con GFP y otra sin GFP pero no presentan

ningun fenotipo.
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Analisis de 1a expresion de LanB1 en tejido fijado.

Este analisis se realizé en embriones “w;;LanB1GFP”, y usando anticuerpos anti-GFP,
para visualizar la subunidad LanB1, y anti-srp para visualizar los macroéfagos. Si bien este
estudio confirmé el patrén descrito anteriormente, también nos permitié detectar

expresion de lamininas en el sistema nervioso previa a la migracioén de los macréfagos

(Fig. 33).

LanB1GFP

Fig. 33. Embriones LanB1GFP tefiiddos con anti-GFP (verde) y anti-srp (Rojo). (A,B) Visiones dorsal y
(C, D) lateral de embriones de estadios 10y 11.

Analisis in vivo de la expresion de LanB1.

Tras el andlisis sobre tejido fijado de la expresion de LanB1GFP, se decidi6 realizar un
analisis in vivo para comprender la dindmica de expresiéon de las lamininas durante la
migracion de los macrofagos. Con el fin de poder visualizar los macrofagos al mismo

tiempo que las lamininas, se generaron moscas transgénicas que expresaban la proteina
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fluorescente roja eRFP en los macrofagos, Srp-pCasper eRFP::PH. Para ello, se disené
una construccion que portaba una region del enhancer del gen s7p, que dirige expresion
en macréfagos embrionarios durante su migracion, y la proteina roja fluorescente eRFP
(ver Mat y Met.). Se generaron moscas transgénicas que portaban esta construccion y
LanB1GFP, “w ; Srp-pCasper-eRFP::PH; LanB1GIFP”, lo cual nos permiti6 visualizar in
vivo al mismo tiempo la subunidad LanB1 y los macrofagos. Para realizar el analisis in
vivo de la expresion y dinamica de las lamininas durante la migraciéon de los macréfagos
se hicieron peliculas en dos estadios diferentes del desarrollo. Por una parte, se analizaron
embriones tempranos con una orientacién ventral para observar la entrada de los
macrofagos a la cola del embrion y el inicio de la migracion posterior sobre la cuerda
nerviosa. Por otro lado, se filmaron embriones de estadio 13-14, con orientacién ventral,
para observar como migran los macrofagos sobre la cuerda nerviosa. Estas peliculas
corroboraron una expresion temprana baja de las lamininas en el sistema nervioso previa
a la migracion de los macrofagos (Fig. 34 A). Por otra parte, el analisis in vivo reveld que
esos niveles bajos de lamininas sobre la cuerda nerviosa se incrementaban una vez los
macro6fagos habian migrado sobre ella (Fig. 34 B). Esto sugiere que la migracion de los
macrofagos se podria requerir para la correcta deposicion de las lamininas alrededor del
sistema nervioso. Por tltimo, se aprecia deposicion de lamininas de forma local alrededor

de los macroéfagos mientras estos se mueven (Fig. 34 C).
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120 min

120 min

Fig. 34. (A) Vision dorsal de un embrién “w; Srp-pCasper-eRFP::PH;LanB1GFP” de estadio 11,
seguimiento de la entrada en la cola rodeando el intestino posterior de los macréfagos. (B) vision ventral
de un embrién “w; Srp-pCasper-eRFP::PH;LanB1GFP” de estadio 13, seguimiento de la migracién a
lo largo de la cuerda nerviosa. (C) Vision aumentada de la migracion sobre la cuerda nerviosa donde se
observa como la Laminina aparece depositada alrededor de los macréfagos (flechas). En rojo se

visualizan los macréfagos y en verde la proteina LanB1GFP.

En resumen, las lamininas se expresan tanto en el sustrato, el sistema nervioso, de
manera previa a la migracion y durante la misma, asi como localmente alrededor de los
macroéfagos durante su movimiento. En este contexto, para migrar los macrofagos
podrian utilizar o bien las lamininas secretadas por ellos mismos, o aquellas dispuesta
sobre el sustrato o ambas. En los siguientes apartados se decidi6 investigar cual era la

fuente de las lamininas usadas por los macréfagos para migrar.

La migracion de macrofagos se requiere para una correcta deposicion de la
ECM alrededor de la cuerda nerviosa.
Para testar si la migracion de macroéfagos se requiere para una deposicion correcta de

lamininas sobre la cuerda nerviosa, se analizaron los niveles de lamininas en embriones
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que careciesen de macrofagos. Este es el caso de los mutantes para el gen serpent, el cual,
como se ha mencionado anteriormente, se requiere para la correcta especificacion y
maduraciéon de los macroéfagos y del tejido graso. De forma que ciertos alelos mutantes
para serpent presentan como fenotipo una ausencia total de macrofagos. Este es el caso de
embriones mutantes homocigéticos para la mutacion srp? y los heterocigoticos para los
alelos srp?/srp* (Rehorn et al., 1996). El analisis de la expresion de lamininas en estos
embriones mutantes, usando un anticuerpo anti-LanB1, revel6 que si bien los niveles de
lamininas en las células de la glia eran similares a los de embriones silvestres, los niveles
en la membrana basal que rodea la cuerda nerviosa estaban disminuidos drasticamente

(Fig. 35 A, B).

Control

Perlecan

Fig. 35. (A,C) Embriones control y (B,D) embriones Srp3/Srp*de estadio 15. (A,B) Tincién con anti-
ELAV (rojo)y con anti-LanB1 (Verde). (C,D) Tincién con anti-ELAV (rojo) y con anti-Perlecan (Verde).
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El analisis de expresion de otros componentes de la MEC, como Perlecan, revelaron
que, de manera similar a las lamininas, los niveles alrededor de la cuerda nerviosa
disminuian fuertemente en embriones mutantes s7p comparados a los controles, mientras
que los de la glia no parecian alterarse significativamente (Fig. 35 C, D). Estos resultados
refuerzan la hipotesis de que los macréfagos son la principal fuente de las lamininas, y

otros componentes de la MEC, presentes sobre la cuerda nerviosa.

2.2. Estudio del requerimiento funcional de las lamininas.

Como hemos mencionado anteriormente, las lamininas que requieren los macréfagos
para migrar podria proceder de los mismo macrofagos, del sustrato por donde migran o
de ambas poblaciones celulares. A continuaciéon se exponen los experimentos que se

realizaron para distinguir entre estas posibilidades.

2.2.1. Las lamininas se requieren de manera especifica en los macroéfagos
para su migracion.

Para testar si los macrofagos producen su propia Laminina para migrar, se utilizaron
diferentes aproximaciones experimentales: 1) reducir los niveles de lamininas
especificamente en macrofagos; 2) reducir los niveles de lamininas de manera
independiente en la cuerda nerviosa, y 3) realizar trasplante de macrofagos entre

embriones control y mutantes para las lamininas y viceversa.

Expresion de RNAis frente a las lamininas de manera especifica en los
macrofagos.

Con la idea de disminuir al maximo los niveles de las lamininas especificamente en los
macrofagos, se expresaron en ellos de manera simultanea RNAis frente a los genes LanB1
y LanB2, usando el sistema Gal4. Al mismo tiempo, se expreso la proteina Dicer, la cual
es un componente de la maquinaria molecular de la interferencia de RNAm cuya
expresion potencia la eficiencia de los RNAis (Dietzl et al., 2007). En primer lugar, se
testo la eficacia del uso de los RINAis midiendo la cantidad de lamininas que quedaba en
los macrofagos tras expresar los RNAIs frente a las subunidades B y v, usando el software
de tratamiento de imagenes IMARIS, el cual permite delimitar un objeto y medir la

cantidad de fluorescencia dentro del mismo. Asi, se cuantificaron los niveles de
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fluorescencia en los macréfagos de embriones procedentes del cruce de moscas “UAS-
Dicer; UAS-LanB1RNAi; UAS-LanB2RNAi” con moscas “UAS-Dicer;SrpG4-UAS-
CherryMoe; LanB1GFP” y como control se usaron los embriones del cruce UAS-Dicer;”
con “UAS-Dicer;;SrpG4-UAS-CherryMoe; LanB1GFP”. Los resultados muestran que
hay una disminucion del 50% en la cantidad de lamininas que hay en los macréfagos de

embriones experimentales comparados con el control (Fig. 29).

* k%

I

12

M Control
SrpH>LanB1RNAi

Intensidad de
fluorescencia
[e¢]

n=188

Fig. 36. Cuantificacién de los niveles de fluorescencia correspondiente a LanB1GFP en embriones

control y embriones que expresan RNAis frente a las subunidades B y y en los macréfagos.

Para analizar la migracion de los macroéfagos, las moscas “UAS-Dicer; UAS-
LanB1RNAi1; UAS-LanB2RNA1” se cruzaron con moscas “UAS-Dicer;;SrpG4-UAS-
CD2”. La proteina CD2 es una proteina heteréloga de membrana que permite distinguir
la morfologia de los macréfagos. Se observo que la disminucion de los niveles de lamininas
en los macroéfagos producia fallos en su migracion a lo largo de la cuerda nerviosa en un
78% de los embriones analizados (Fig. 37 A y B). A continuacién se cuantificd este
fenotipo usando las 4 clases fenotipicas definidas anteriormente. El resultado mostré que
st bien un 30% de los embriones pertenecian a la Clase IV, un 29% correspondia a la
Clase III, mientras que el 19% y el 22%, pertenecian a las Clase I y I, respectivamente
(Fig. 37 Q). Cabe destacar que esta situacion es bastante similar al caso de embriones
mutantes LanB1P< los que apoya la hipdtesis de que los macrofagos necesitan producir

su propia Laminina para migrar.
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srpH>CD2 srpH>CD2;LanB1RNAI

CD2 Stage 13 CD2 ' Stage 13

100 M Ciase |
80 M Clase
[] Clase 1l
% 60 [[] Clase IV
40
20
0

Control LanB1Def  srpH>LanB1RNA

Fig. 37. Vision lateral de embriones de estadio 13, (A) control y (B) que expresan RNAis contra las
subunidades By y en macroéfagos. (C) Clasificaciéon por clases de los fenotipos encontrados en embriones

control, LanB1Def'y con expresion en los macréfagos de RNAis contra las lamininas. Control (n=75),

LanB12¢ (n=96) y SrpH>LanBI1RNAi (n=108).

Trasplante de macroéfagos.

La segunda estrategia para tratar de confirmar si la hipdtesis de que los macréfagos
necesitan producir su propia Laminina para migrar era cierta o no, fue trasplantar
macroéfagos de embriones control en embriones mutantes LanB1P<f y viceversa. Si la
hipétesis era correcta cabria esperar que macrofagos de embriones mutantes LanB 1P
trasplantados en embriones control no migrasen adecuadamente, mientras que
macrofagos de embriones silvestres trasplantados en embriones mutantes LanB1Pe<
migrasen de manera similar al silvestre. Este experimento se realizé con embriones, tanto
donadores como receptores, de estadios 9-10. Se trasplantaron células de la zona del
mesodermo pro-encefélico, zona rica en macrofagos donde comienzan su diferenciacion.
Las células a trasplantar se inyectaron en el extremo anterior del embrién receptor en la
parte ventral y siempre bajo las mismas condiciones. Tras el trasplante, se tomaron
imagenes in vivo del embrion. En un primer intento se observé que los macrofagos
trasplantados se quedaban cerca de la herida producida en el trasplante y no se movian,
lo que impedia analizar si los macréfagos necesitan producir su propia Laminina para

migrar. De hecho, se ha descrito que los macréfagos cercanos a las heridas acuden a ellas
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atraidos por radicales libres liberados al producirse la misma, parando su migraciéon hasta
que la herida esta cerrada (Stramer et al., 2005), por lo que este comportamiento no era
de extranar. Asi, en la zona de la herida se observaron tanto macroéfagos trasplantados
como los propios del embrion huésped. Se decidio entonces dejar que la herida se cerrase,
lo que ocurri6 aproximadamente en 3 horas. Tras este tiempo, se observoé que los
macroéfagos trasplantados se movian hacia el interior del embrién y asi se pudo analizar
su comportamiento migratorio. Con este método, se trasplantaron macrofagos de
embriones control “w3;srpG4-U-mCherry” en embriones mutantes
“w;LanB1P<;Srph.G4-U-GFP” y viceversa. Como control del experimento se
trasplantaron macroéfagos de embriones control “w;;srpG4-U-mCherry” en embriones
control “w;;srpG4-UAS-GFP” (Fig. 38 A, B, C). Se observo que los macroéfagos control
migraban con una velocidad muy parecida en embriones control y embriones mutantes
LanB1P< mientras que los macréfagos mutantes LanB1P¢f se movian mas lentamente en
los embriones control. Asi, la velocidad media de los macrofagos control era de 2,37
pm/min en embriones control y de 2,44 pm/min en embriones mutantes LanB1P<l, sin
que estas diferencias fuesen estadisticamente significativas (p>0,05) (Fig. 31 E). Mientras
que la velocidad de los macrofagos mutantes LanB1P<f en embriones control era de 1,52
pm/min, siendo las diferencias entre esta velocidad y las anteriores estadisticamente
significativas (p<0,05) (Fig. 38 D). En resumen, la velocidad de migraciéon de los
macrofagos mutantes en embriones control era un 35% mas lenta que la velocidad de los
macrofagos control, a pesar de existir niveles normales de Laminina depositada por
células de la cuerda nerviosa y por los propios macréofagos del embriéon control. Todos
estos datos refuerzan la hipotesis de que los macréfagos producen, probablemente de

manera local, la Laminina que necesitan para migrar.
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Fig. 38. (A, B, C). imagenes de los diferentes trasplantes realizados. En verde se observan los macréfagos
trasplantados y en rojo los macréfagos hospedadores. (D) Cuantificacion de la velocidad de los

macro6fagos trasplantados.

2.2.2. Las lamininas se requieren en la cuerda nerviosa para una
correcta migracion de los macrofagos.

A continuacion decidimos testar si la Laminina producida por la cuerda nerviosa era

necesaria para la migracion de los macréfagos sobre ella. Para ello, analizamos st la

reducciéon de lamininas de forma especifica en la cuerda nerviosa, usando RINAis frente

a las subunidades de las lamininas, afectaba a la migracion de los macrofagos.

Expresion en la cuerda nerviosa de RNAis frente a las lamininas.

Para obtener embriones con expresion reducida de las lamininas de manera especifica
en la cuerda nerviosa, se cruzaron las moscas anteriores “UAS-Dicer; UAS-LanB1RNA(j;
UAS-LanB2RNA1” con moscas que llevaban la construccion ELAV-Gal4. Elav es un gen
que se expresa en el sistema nervioso desde estadios tempranos de la embriogénesis y su
expresion se mantiene a lo largo de la misma. Para visualizar los macréfagos se uso el
anticuerpo serpent. Se encontrd que si bien la reduccion de lamininas en la cuerda nerviosa
producia un retraso en la migracion de los macrofagos (Fig. 39 C), este era bastante menor
que el producido cuando se reducen las lamininas en los propios macrofagos. Asi, usando
las clases fenotipicas anteriormente descritas, se observé que sélo un 11% de los

embriones mostraban fenotipos de las clases IV y IlI, siendo la Clase I la mayoritaria,
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presentandose en un 61% de embriones seguida de la Clase II con un 17% de embriones
(Fig. 39 D). Este resultado sugiere que para migrar los macrofagos también requieren de
las lamininas producidas por la cuerda nerviosa, si bien el requerimiento de aquella

producida por los propios macrofagos es mucho mayor.

Control

M Clase |
M Clase Il
[ Clase Il
[]Clase IV

LanB1Def

ELAV-G4>U-LamininasRNAi

Dof ELAVGA>
Control  LanB17€" | 2mininasRNAI

Fig. 39. (A,B,C) Vision lateral de (A) embrién control, (B) embrién mutante LanB1Def y (C) embrién
ELAVG4>U-LamininasRNAi de estadios 13. (D) Clasificacion de los embriones segun su fenotipo de
migraciéon en macréfagos. Control (n=73), LanB 1P (n=96) y ELAVG4>U-LamininasRNAi (n=46).

Funcion de las lamininas en la formacion de la cuerda nerviosa.

Se conoce que existe una interdependencia entre la migraciéon de los macroéfagos y el
correcto desarrollo de la cuerda nerviosa. Asi se sabe que una incorrecta formacion de la
cuerda nerviosa provoca un fallo en la migraciéon de macrofagos y viceversa (Evans et al.,
2010; Olofsson y Page, 2005). Por ello, la funcién de las lamininas en la cuerda nerviosa
podria ser la correcta formacion de la misma. De hecho, en colaboracion con el Prof. W.
Wood, hemos mostrado recientemente que las integrinas, principales receptores de las
lamininas, se necesitan en la cuerda nerviosa para la correcta formacion del espacio

intersticial que existe entre la cuerda nerviosa y el ectodermo, espacio usado por los
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macrofagos para migrar (Comber et al., 2013). Por ello se decidi6 estudiar si este espacio
estaba bien formado en embriones mutantes LanB1P<l, Para ello, se inyectd un tinte rojo
en los extremos anteriores y posteriores en embriones de estadio 15 control (w;Srph.G4-
U-GFP) y mutantes (w;LanB1P<;Srph.G4-U-GFP). Si el espacio intersticial entre la
cuerda nerviosa y el ectodermo esta bien formado, el tinte difunde libremente por el
embrion inundando dicho espacio, lo que ocurri6 en embriones controles (Fig. 40 A)
(Evans et al., 2010). Si por el contrario, la cuerda nerviosa no se separa bien del
ectodermo, el tinte queda atrapado y no difunde bien a lo largo del eje antero-posterior
del embrién. Este fue el caso de los embriones LanB1P donde se pudieron observar
zonas desprovistas de tinte (Fig. 40B). Aqui cabe destacar que si bien en los embriones
controles tanto el tinte como los macroéfagos se encontraron repartidos a todo lo largo de
la cuerda nerviosa, en el caso de los mutantes se observaron embriones que presentan
zonas sin tinte y sin macrofagos (Fig. 40 B). Estos resultados sugieren un nuevo papel para
las lamininas durante la migracion de los macréfagos, la correcta formacion del espacio
intersticial entre sistema nervioso y ectodermo. Interesantemente, también se observaron
embriones mutantes en los que habia zonas con tinte pero sin macroéfagos (Fig. 40 C), lo
que refuerza la hipétesis de que las lamininas son necesarias en los macrofagos para su

correcta migracion.
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Srph>GFP

LanB1def .Srph>GFP

Fig. 40. Vision ventral de embriones control (A) y mutantes LanB1P¢ (B,C) de estadio 15 mostrando

los macréfagos en verde y el tinte inyectado en rojo.

Finalmente, se sabe que la MEC se requiere para la morfogénesis de la cuerda
nerviosa, ya que en embriones mutantes para componentes de la MEC, la cuerda nerviosa
no se condensa totalmente, como es el caso de mutantes de Colageno tipo IV (Martinek
et al., 2008) o en mutantes LanB1P¢f (Urbano et al., 2009). Sin embargo, atn se desconoce
que tejido produce las proteinas de la MEC necesarias para una correcta condensacion
de la cuerda nerviosa, si los macréfagos, las células del sistema nervioso o ambas
poblaciones celulares. Por todo ello se decidi6 analizar si los embriones que expresan los

RNAis contra las lamininas en la cuerda nerviosa presentaban algin fallo de
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condensacion de la cuerda nerviosa. Para ello se calculé el ratio entre la longitud del
embrién y la de la cuerda nerviosa en embriones de estadio 16, controles y embriones con
expresion reducida de lamininas bien en la cuerda nerviosa (Fig. 41). Se observo, que este
ratio era de un 62% en embriones control y de un 72% en embriones con bajo niveles de
lamininas en los macroéfagos, siendo esta diferencia estadisticamente significativa
(p<0,05). Todo esto parece indicar que la cuerda nerviosa también necesita producir sus
propias lamininas para su correcta formacion, independientemente de las lamininas que
le aportan los macréfagos durante su migracion. En el futuro sera interesante analizar si

las lamininas producidas por los macréfagos también se requieren para una condensacion

correcta de la cuerda ventral.

ELAV-G4>U-LamininasRNAI

[l Control
M ELAV-G4>U-LamininasRNAI

Longitud CN
Vs
Longitud Embrién

Fig. 41. Vision lateral de embriones control (A) y ELAVG4>LamininasRNAi (B) de estadio 16. Se
visualiza la cuerda nerviosa con anti-Elav (rojo). (C) Ratio entre la longitud del embrién y la de la cuerda

nerviosa.

En resumen, estos resultados refuerzan la hipotesis de que los macrofagos necesitan
producir su propia Laminina para migrar, pero ademas sugieren que el sistema nervioso

necesita también producir su propia Laminina para su correcto desarrollo.
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3. Estudio de los mecanismos moleculares que regulan la
secrecion de las lamininas durante la migracion de

macrofagos.

Tras confirmar el requerimiento que tienen los macréfagos de producir sus propias
lamininas para migrar correctamente, se plante6 investigar los mecanismos moleculares
que regulasen dicha secrecién. La secreciéon de proteinas, como se ha dicho en la
introduccion, se lleva a cabo mediante vesiculas que las vierten al medio extracelular. Esas
vesiculas celulares, junto a todo el trafico de vesiculas entre diferentes organulos celulares,
es regulado por diferentes proteinas Rab GTPasas. El transporte de proteinas y
membranas se ha implicado en migracion celular. De hecho, ya en la década de los 70 se
propuso que la endocitosis de membranas en toda la célula, y la exocitosis en el frente
celular, generarian un fluyjo de membranas que dirigirian el movimiento celular
(Bretscher, 1976). Por otra parte, diversas RhoGTPasas se han implicado en la secrecién
de proteinas de la MEC. Asi, por ejemplo, se sabe que Rab8 y Rab10, que participan en
el trafico vesicular entre el aparato de Golgi y la membrana celular, regulan la secrecion
basolateral de componentes de la MEC, como Colageno IV y Perlecan, en células
epiteliales foliculares del ovario de Drosophila (Denef et al., 2008; Lerner et al., 2013). Por
todo esto, se decidio testar si Rab8 y Rab10 podrian tener algtiin papel en la secrecion de
las lamininas durante la migracion de los macréfagos. Para ello, se decidi6 por una parte
analizar el patron de expresion de ambas Rabs en el embrién y por otra testar si la
expresion de formas dominante negativas de Rab8 y Rab10 en macréfagos afectaba a su
migracion. Para analizar si estas proteinas se expresaban en los macréfagos durante su
migracion, se usaron moscas transgénicas en las cuales por recombinacion homologa se
insertd la proteina fluorescente YFP en la region N terminal de los genes Rab8 y Rab10,
Rab8EYFP v Rab10EYFP | respectivamente (Dunst et al., 2015). Para identificar los
macro6fagos al mismo tiempo que el patron de expresion de Rab8 y Rab10, se analizaron
embriones de los cruces entre moscas “w; Srph.G4-U-CherryMoesin” y moscas “w;
TI{ TI}Rab8EYFP” v <y o TI{TT}Rab10¥YFP" respectivamente. Se observé que si bien
Rab8 se expresaba en los macréfagos durante su migracion (Fig. 42, A), Rab10 parecia

expresarse principalmente sélo en algunas células del sistema nervioso (Fig. 42, B).
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Fig. 42. Vision ventral de embriones “w; Srph.G4-U-CherryMoesin;Rab8YFP” (A) y “w; Srph.G4-U-
CherryMoesin;Rab10YFP” (B) de estadio 14. Se visualizan los macréfagos en rojo y las proteinas Rab
en amarillo. Vision lateral de embriones Srph>U-Rab8PN (C) y Srph>U-Rab10PN de estadio 13. En
rojo se visualizan los macréfagos. (E) Clasificacién de los embriones segin su fenotipo de migracién en

macro6fagos. Control (n=76), LanB1P<(n=96), Rab8DN (n=119) y Rabl10DN (n=68).

Para testar si la expresion en macrofagos de las formas dominantes negativas producia
algtn fallo en su migracién, se cruzaron los moscas “w; Srph.G4-U-CherryMoesin” con
moscas y “w; UASp-Rab8PN" y “yw; UASp-Rab10PN” respectivamente (Fig. 42 C y D).
El fenotipo de migracion de macréfagos se analizé usando la clasificacion de las cuatro
clases de fenotipos descrita anteriormente. El resultado mostr6é que en el caso de Rab10
DN Ja mayoria de los embriones, un 71%, caian en la Clase I, es decir, sin fallo en la
migracion. La distribucion de las otras clases era la siguiente: un 12% para la Clase 11, un
9% para la Clase III y s6lo un 8% para la Clase IV. En contra, un 37% de los embriones

que expresaban Rab8 PN en sus macréfagos presentaban un fenotipo de Clase IV,
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mientras que el 19% y 10% mostraban un fenotipo de las clases III y II, respectivamente,
y s0lo un 34% no mostraban fenotipo (Fig. 42, E). Estos resultados que estas Rab GTPasas
se necesitan para una correcta migracion de los macroéfagos, siendo Rab8 necesitado en

mayor medida que Rab10.

Se sabe que la actividad de estas RhoG'TPasas esta regulada por GEFS. Es mas
trabajos preliminares han demostrado que Crag es un activador de Rab10 en el epitelio
folicular del ovario de Drosophila (Lerner et al., 2013).Asi pues se decidio testar si Crag se
requeria para la migracién de los macrofagos. Se han identificado mutantes nulos en
Crag, Crag® (Xiong et al., 2012). Para analizar la migracion de los macréfagos en
embriones mutantes Crag®, se generaron las siguientes moscas “yw Crag?
/FM7,P{GAL4-Kr.C},P{UAS-GFP.S65T } DC5;Srph.G4-U_CherryMoesin”. Tras
cuantificar la migracion de los macrofagos en embriones mutantes Crag se observo que
un 68% de embriones mutantes pertenecian a la Clase I, o sea no presentaban fallos en
la migracion (Fig. 43). Las clases II, Il y IV estaban representadas mas o menos por igual,

con un 10% de embriones presentando fenotipos correspondientes a estas clases (Fig. 43).

Crag-A;Srph>ChMoe Srph>ChMoe;U- CG7787RNAI

M ciase |

M clase I
i [] Clase 1Nl
60 t [] Clase IV

20 i
; —
Control LanB1Def CragA U-CG7787RNAi
Fig. 43. Vision lateral de embriones “Crag-A; Srph.G4-U-CherryMoesin” (A) y “w; Srph.G4-U-
CherryMoesin;U-CGrr87RNAI" (B) de estadio 13. Se visualizan los macroéfagos en rojo. (C) Clasificacion

de los embriones segtn su fenotipo de migracién en macréfagos. Control (n=76), LanB 1P/ (n=96), CragA

(n=50) y U-CG7787RNAi (n=63).
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Cabe destacar que el fenotipo de migracién de macrofagos de embriones mutantes
Crag es muy similar al observado en embriones que expresan Rab10PN en los macrofagos,
el cual presentaba un 71% de embriones Clase I. Estos resultados sugieren que en el caso

de macréfagos Crag probablemente también acttie como el GEF que regula a Rab10.

Ya que el fenotipo debido a la expresion de Rab8PN en macroéfagos es mas fuerte
que el de mutantes en Crag, se decidi6 buscar si existian otros posibles GEFs para Rab8.
Para esta busqueda se utiliz6 una web especializada en vincular genes a través de bases
de datos, de este modo, la web www.esyn.org, fruto del trabajo de Bean et al., 2014. Asi,

se encontr6 que un gen, ((G7787, que interaccionaban simultaneamente con Rab8 y

Rab10 (Fig. 44).

Fig. 44. Genes que interaccionan genética y/o bioquimicamente con Rab8 y Rab10 en Drosophila.

Interesantemente, se ha descrito que el gen CG7787 transcribe un GEF y se le ha
vinculado con Rab8 (Le Bras et al., 2012). Asi que aparecia como un candidato ideal a
regular la actividad de Rab8. Atn no existen mutantes para CG7787 en Drosophila, por lo
que para testar su posible papel en la migracién de los macroéfagos, se decidid expresar un
RNAI frente a este gen en los mismos. De este modo, se analizaron los embriones

<

resultantes del siguiente cruce, moscas “y v ;UAS-CG7787RNA1” por moscas “w;
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Srph.G4-U_CherryMoesin” (Fig. 36). Se observo que los macréfagos no migraban
correctamente y se cuantificaron los defectos en migracion. El resultado fue que un 81%
de los embriones pertenecian a la Clase IV, un 11% a la Clase III, un 3% ala Clase IT y
un 5% ala Clase I (Fig. 43 B, Q). Este resultado sugiere que CG7787 juega un papel muy
importante en la migracion de macréfagos. El hecho de que el requerimiento del GEF
CG7787 en la migracion de los macrofagos sea mayor que el del GEF Crag se podria
explicar por los datos de interaccion genética y bioquimica que predicen una interaccion

de CG7787 con los ambos Rabs, 8 y 10.

4, Mecanismos moleculares a través de los cuales las lamininas

regulan la migracion de los macrofagos.

Tras el analisis del papel de las lamininas durante la migracién de macréfagos se
plante6 identificar los mecanismos moleculares por los cuales las lamininas podrian
ejercer su funcion. Como se ha mencionado en la introduccién, se conoce que la
migracion de macrofagos esta regulado por una via llamada PVF/PVR. Las proteinas
PVT acttian como senales de guia y de supervivencia y se expresan a lo largo del embrion,
marcando la ruta de migracion de los macroéfagos (Cho et al., 2002; Wood et al., 2006).
Los macrofagos a su vez expresan los PVR, receptores de los factores PVF, a través de los
cuales leen las senales enviadas por los PVF (Heino et al., 2001). Esta via de senalizacion
PVF/PVR esta conservada a lo largo de la evolucion, correspondiendo en mamiferos a
la familia de los factores de crecimiento PDGF y sus receptores PDGFR (Andrae et al.,
2008; Traver y Zon, 2002). Los receptores PVR tienen actividad tirosina quinasa y se
sabe que la activacion del receptor PVR en macrofagos regula diferentes moléculas
implicadas en la organizacion del citoesqueleto, como puede ser la molécula ERK,
incremento los niveles de fosforilacion de la misma (Cho et al., 2002). Esta via se requiere
entre otras para regular el citoesqueleto de actina, lo que a su vez controla el movimiento
celular (Huang et al., 2004). Cabe destacar que también se conoce que los mutantes para
estas proteinas, tanto PVF como PVR, producen fenotipos en la migracion de macroéfagos
similares a los aqui descritos para mutantes LanB1P¢ (Fig. 45) (Briickner et al., 2004;
Parsons y Foley, 2013; Wood et al., 2006). Finalmente, se ha demostrado que las

lamininas, y sus receptores las integrinas, controlan la migracién de los axones en Mus
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musculus, mediante la regulacion de la actividad de los receptores tirosina quinasa

implicados en la misma (McKerracher et al., 1996).

Control pvi2-3 pvr

Fig. 45. Modificado de (Parsons y Foley, 2013).

Por estos motivos, se decidi6 estudiar si las lamininas podrian actuar regulando la via
de senalizacion PVF/PVR. Para ello, se decidié comparar los niveles de fosforilacion de
ERK en macréfagos de embriones mutantes LanB1P¢f respecto a los de embriones
control, utilizando un anticuerpo frente a la forma fosforilada de ERK. Se usaron
embriones de estadio 11 y se analizaron los macréfagos que estan entrando a la cola
rodeando el intestino posterior (Fig. 46 A, B). El resultado mostré que los macrofagos
mutantes LanB1P presentan una reduccion del 40% en los niveles de ERK fosforilado
respecto al control (Fig. 46 D). Este resultado sugiere que las lamininas se podrian requerir

para una correcta senalizacion de la via PVF/PVR.

La siguiente pregunta que se planted fue, ¢A qué nivel podrian las lamininas regular la
via PVF/PVR?. Una posibilidad era que las lamininas regulasen la activacion de la via
PVF/PVR a través de las integrinas, las cuales son sus principales receptores (Fessler y
Fessler, 1989). Estudios en el laboratorio ya han mostrado que las integrinas tienen un
papel fundamental en la migraciéon de hemocitos (Comber et al., 2013). Ademas, existen
evidencias que sugieren que las vias de senalizaciéon de factores de crecimiento y de
supervivencia actia conjuntamente con las integrinas para regular diversos procesos

biolbgicos como diferenciacion, proliferacion y migracion celular (Comoglio et al., 2003).
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Def:

w;LanB1~";Srph.G4-U-GFP

* % %
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c
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20

Niveles de ERKp

Fig. 46. Vision lateral de embriones control (A), mutantes LanB 1P (B) y mutantes mys (C) de estadio
10. Se visualizan los macréfagos en verde y la proteina ERKp en rojo. (D) niveles de la proteina ERK

activada en los diferentes genotipos.

Por estos motivos, se decidi6 analizar los niveles de ERK fosforilado en macréfagos de
embriones mutantes para integrinas. Cabe recordar que, como se ha mencionado en la
introduccion, las integrinas son heterodimeros formados por una subunidad 3 y una a, y
que Drosophila codifica dos tipos diferentes de B (BPS y Bv) y cinco tipos diferentes de a
(al-ad) (Bokel y Brown, 2002). Para este estudio se usaron mutantes para el gen

myospheroid (mys), el cual codifica la subunidad BPS, y que presentan defectos en la
migracion de los macréfagos (Comber et al., 2013). Los resultados muestran que los

niveles de ERK fosforilado son un 50% mas bajos en los macréfagos de embriones
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mutantes mys respecto a macréfagos de embriones control (Fig. 46 C, D). Por lo tanto

estos resultados sugieren que las lamininas podrian estar regulando la actividad de la via

PVF/PVR a través de las integrinas.

M ciase |
M clase I
[T clase 1l
[ ] Clase IV

LanB1Def ;Srph>GFP

LanB1Def :Srph>GFP/U-PVR.Act

LanB1Def

Control LanB1Def  Zpyp act

Fig. 47. Vision lateral de embriones control (A) y mutantes LanBI1Pe¢f (B) y mutantes

LanB1P<Srp>GFP/U-PVR.Act (C). Se visualizan los macréfagos en verde. (D) Clasificacion de los
embriones segin su fenotipo de migracién en macréfagos. Control (n=76), LanB1P< (n=96) y

LanB1P<+PVR.Act (n=72).

Finalmente, para tratar de reforzar la hipétesis de que las lamininas regulan los niveles
de ERK a través de Pvi/Pvr, se ide6 un experimento de rescate. Este experimento
consistia en expresar en macrofagos de embriones mutantes LanB1P¢f una forma activa
de PVR, tratando de incrementar los niveles de ERK activo y asi tratar de rescatar la
migracion de macrofagos. El resultado fue negativo, es mas, se observd que la expresion
de la forma activada de PVR en los macréfagos de embriones mutantes LanB1Pef
agravaba el fenotipo de migracion (Fig. 47). El fenotipo se clasifico) en funcion de las
cuatro clases descritas en esta tesis doctoral y el resultado fue que la Clase mayoritaria era

la Clase IV, con un 72% de embriones presentando este fenotipo. Asi mismo, un 14% de
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los embriones presentaban un fenotipo de Clase III, y un 6% y un 8% de Clases 11 y I,
respectivamente (Fig. 47). Ya en otros casos se ha visto que la expresion de formas
activadas de PVR bloquea la migracion celular. Este es el caso de las células del borde del
ovario de Drosophila, donde se vio que la expresion de una forma activa de PVR bloqueaba
totalmente su migracion y causaba un exceso de acumulacion de filamentos de actina y

cambios en la forma de las células (Duchek et al., 2001).

5. Papel de las lamininas en la migracion de los macroéfagos

hacia las heridas.

Como se ha mencionado anteriormente, los macréfagos son la primera linea de
defensa de los embriones de Drosophila, y como tales, se conoce que cuando se produce
una herida en el embridn, estos abandonan sus rutas de migracion normales (dependiente
de PVF/PVR), y acuden a la herida, permaneciendo en las cercania de la misma hasta
que esta estd cerrada (Stramer et al., 2005). Esta via de migraciéon, como se ha
mencionado en la introduccion, es independiente de la via de sefializacion PVF/PVR y
esta regulada por el receptor GPCR (G-protein coupled receptor), el cual actia por medio
de PI3K (phosphatidyl- inositol 3-kinase) (Stramer et al., 2005; Wood et al., 2006). Asi
mismo, estudios realizados recientemente en el laboratorio, en colaboraciéon con el
laboratorio del Profesor. W. Wood, demostraron que las integrinas se requerian para la
migraciéon de los macrofagos hacia las heridas (Comber et al., 2013). Por lo tanto,
sabiendo que las integrinas son los principales receptores de las lamininas, se decidi6
analizar si las lamininas podrian tener un papel durante este tipo de migracion. Este
experimento se realiz6 en colaboraciéon con Kate Comber, del laboratorio del Dr. W.
Wood (Bristol). Se practicaron heridas de 40 micras de didametro en la epidermis anterior
de la parte ventral de embriones control “w;;Srph.G4-U-GFP” y embriones mutantes
“w;LanB1P¢f;Srph.G4-U-GFP” con un laser (Ver materiales y métodos). Se analiz6 in
vivo la respuesta migratoria a la inflamacién. Se cuantificaron diferentes aspectos de esta
respuesta, como la direccionalidad y velocidad de los macréfagos, asi como el nmero de
macro6fagos que acudian a la herida. Se observo que si bien los macréfagos en embriones
mutantes LanB1P¢ acudian a la herida, su velocidad estaba afectada. Asi, los macrofagos

de embriones mutantes LanB1P¢ migraban hacia la herida con una velocidad de 2,2
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pm/min mientras que los de embriones control lo hacian con una velocidad de 2,8
pm/min, siendo las diferencias estadisticamente significativas (p<0,03) (Fig. 48). En
resumen, los macréfagos de embriones mutantes LanB1P<f son entorno a un 21% mas
lentos que los macréfagos de embriones control en acudir a una herida. Por tltimo, el
numero de macrofagos que acuden a la herida también es menor en embriones mutantes
LanB1P< respecto a los control, siendo este dato estadisticamente significativo (p<0,05).
Este experimento sugiere que las lamininas también son necesarias para la correcta

migracion de los macroéfagos hacia las heridas.

oy)

A Srph>GFP LanB1?®.Srph>GFP

o 2N @ oo

Velocidad (um/min)

srph>GFP  LanB1®smphr>cFP

Brightfield

Srph>GFP LanB1 DefSrph>GF P

0.010+

da

Numero de macroéfagos en la her
(Estandarizado en funcion del area de la herida)

0.008+

0.0064

—= SIph>GFP
-~ LanB1™ srph>GFP

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tiempo (min)

Fig. 48. Estudio del papel de las lamininas en la migracién de macroéfagos hacia las heridas.
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6. Interaccion de las lamininas y otros componentes de 1a ECM

en la migracion de macrofagos.

Tras comprobar que las lamininas son necesarias para una correcta migracion de los
macrofagos, se planteo la idea de que quizas otros componentes de la ECM pudieran
también estar implicados en dicha migracion. Como se ha mencionado en la
introduccion, los macréfagos son los principales productores de Colagenos, y lo expresan
durante todas las etapas de su migracion (Bunt et al., 2010). Por ello, se decidi6 analizar
st los Colagenos se necesitaban para la migracion de los macréfagos. Cabe recordar que
Drosophila posee dos genes que codifican para Colageno tipo IV, Coldgeno IV y viking. De
forma que para estudiar el posible papel del Colageno IV en la migracion de los
macro6fagos se usaron embriones que contienen una deficiencia que elimina los dos genes,
la Dfi2L)BSC172/CyO. Para poder visualizar los macréfagos en estos embriones
mutantes se generaron las siguientes moscas, “w; Df{2L)BSC172/CyO; Srph.G4-U-
GIP”. Se observd que estos embriones mutantes presentaban un fenotipo débil de
migracion de macrofagos. Asi, el 75% de los embriones mutantes presentaban un fenotipo
de Clase I, es decir migraciéon normal, mientras que el 13% correspondia a la Clase 11, y

un 7% vy 4% a las clases III y IV, respectivamente (Fig. 49).

Tras este resultado, se plante6 la posibilidad de que quizas los macrofagos pudiesen
utilizar ambos, lamininas y Colagenos, para migrar a través del embrion y que en cierta
manera la falta de uno pudiese ser compensada por la presencia del otro. Para testar esta
hipétesis, se decidié analizar la migraciéon de macrofagos en embriones dobles mutantes
para las lamininas y para los Colagenos. Para ello, y ya que el gen LanBI mapea en el
segundo cromosoma al igual que la deficiencia para los Colagenos IV, se decidi6 utilizar
una deficiencia para la subunidad LanBZ2, que se encuentra en el tercer cromosoma, y
también se comporta como un nulo para todas las lamininas (Wolfstetter y Holz, 2012).
Asi, se intenté generar moscas “w; Dfi2L)BSC172/CyO; LanB2def / TTG” pero esta
combinaciéon no era viable. Este resultado en si ya refleja una fuerte interacciéon entre
estos dos componentes de la MEC. Para circunvalar este problema, se decidié expresar
un RNAI frente a vkg en embriones mutantes LanB1P¢ y testar si esto incrementaba el

fenotipo de migraciéon observado en embriones mutantes LanB1def, Para este fin se
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utilizaron moscas del genotipo “w;LanB14/ CTG ; Srph.G4-U-GFP” y se cruzaron con
moscas “w;LanB1d / Cyo dfYFP ; U-VkgRNAi”. El andlisis de la migraciéon de
macrofagos en embriones “w; LanB1P¢; Srph.G4-U-GFP/U-VkgRNA1”, revel6 que la
reducciéon de los niveles de vkg en macrofagos de embriones que carecen de lamininas
aumentaban el fenotipo de migracion. Asi, se encontr6 que un 87% de los embriones
mostraban un fenotipo de Clase IV, un 9% de Clase III y un 4%, la Clase II, no

encontrandose ningun embrién sin fenotipo (Fig. 42).
Este resultado muestra que efectivamente los macréfagos utilizan las lamininas y el

Colageno tipo IV para migrar, siendo el requerimiento de lamininas mayor que el del

Colageno.

Srph>GFP | B LanB1Def ;.Srph>GFP

Df(21)BSC172 ;Srph>GFP | D LanB1Def ;:Srph>GFP / U-VkgRNAI
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Control LanB1Def  Df(2)BSC172 b?\',’,g}qNA,-

Fig. 49. Vision lateral de embriones control (A), mutantes LanB1P¢ (B), mutantes Df{2)BSC271 (C) y
mutantes LanB 1P<Srp>GFP/U-VkgRNAI (D). Se visualizan los macroéfagos en verde. (E) Clasificacion
de los embriones segn su fenotipo de migracién en macréfagos. Control (n=76), LanB1P¢ (n=96),

Df2)BSC271 (n=67) y mutantes LanB1P<;Srp>GFP/U-VkgRNAi1 (n=54).
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7. Estudio de la actividad fagocitica de los macroéfagos.

Finalmente, como se ha hablado en la introduccion, la fagocitosis es una de las
funciones mas importante que ejercen los macroéfagos. Se conocen aspectos relevantes en
cuanto a esta actividad, como que los principales receptores implicados son Croquemort
y Draper (Franc, 1999; Franc et al., 1996; Manaka et al., 2004). También se sabe que a
través de la fagocitosis ayudan en la correcta formacién de érganos, como por ejemplo la
cuerda nerviosa (Olofsson y Page, 2005; Page y Olofsson, 2008). Experimentos realizados
en cultivo, han demostrado que células con actividad fagocitica, como los leucocitos, si
parecen necesitar de las lamininas para ejercer su actividad fagocitica (revisado en Brown,
1986). Sin embargo, poco se sabe sobre si las lamininas tienen o no un papel en la
fagocitosis de macrofagos de Drosophila. Para testar esto se usaron embriones “w;;SrpG4-
U-CD2” como control y embriones “w;LanB1P<;SrpG4-U-CD2” como mutantes de
lamininas. Para visualizar los macroéfagos se utilizéo un anticuerpo frente a CD2 y para
visualizar los cuerpos apoptoticos se uso6 la técnica TUNEL (ver Mat. y Mét.), la cual
marca el DNA danado presente en los cuerpos apoptoéticos. Se analizaron embriones de
estadio 13, y la actividad apoptoética se cuantifico en los macrofagos presentes en la region
alrededor de la cabeza, ya que en este estadio existe una gran nimero de ellos acumulados
en esta zona (Abrams et al., 1993). La capacidad fagocitica se cuantifico calculando el
porcentaje de los macréfagos que presentan nucleos apoptoticos en su interior con
respecto al total de macrofagos presentes en la zona estudiada. Esta proporcion resultd
ser en embriones mutantes LanB1P¢f un 26% menor que en embriones control. Este
resultado sugiere que las lamininas se requieren para la actividad fagocitica de los

macrofagos (Fig. 50).

Tras este analisis, y, como ya se ha dicho anteriormente, sabiendo que las integrinas
son los principales receptores de lamininas, y aun mas, conociendo que las integrinas
tienen un papel en la actividad fagocitica de macréfagos de Drosophila cultivados in vitro
(Nagaosa et al., 2011; Nonaka et al., 2013), se decidi6 estudiar el papel de integrinas en
la capacidad fagocitica de macréfagos. En este caso, se usaron embriones “mys;;Srp-G4-
U-CD2” como mutantes para integrinas y de nuevo embriones “w;;SrpG4-U-CD2”

como control (Fig. 50). El resultado fue que los macrofagos mutantes para integrinas
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presentaban un 51% menos de capacidad fagocitica respecto a los control. Por lo tanto
estos resultados nos sugieren que las lamininas junto a las integrinas podrian estar
regulando la capacidad fagocitica de los macréfagos durante la embriogénesis, es mas

quizas las lamininas ejerzan esta funcion a través de integrinas.
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Fig. 50. Vision lateral de embriones control (A), mutantes LanB 1P (B) y mutantes mys (C) de estadio
13. Se visualizan los macréfagos en rojo y las células apoptoticas en verde. (D) Porcentajes de actividad

fagocitica de los macroéfagos en los diferentes genotipos.
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Papel de las lamininas durante la migracion de los macréfagos.

La migracién celular es posiblemente la funciéon mas conocida que se le atribuye a la
matriz extracelular durante el desarrollo. A menudo, la MEC presente alrededor de las
células primordiales de o6rganos y tejidos funciona como sustrato para la migracion.
Ademas, alteraciones reguladas espacio-temporalmente en la composicion de la MEC
estan implicadas en el inicio y direccionalidad de la migracion de varias poblaciones
celulares, como es el caso de las células de la cresta neural. De esta manera, en la
regulaciéon de la migracion celular durante del desarrollo, la MEC ha sido clasicamente
considerada como una matriz exdgena, expuesta a la célula para su migracion, sin prestar
demasiada atencion al posible papel de la matriz endégena, aquella depositada por la
propia célula al migrar. Sin embargo, en los dltimos afos, experimentos realizados en
células en cultivo han mostrado que las células pueden producir su propia matriz de
manera autocrina para usarla durante su movimiento, como un mecanismo para mejorar
la migracién direccional. Hasta el momento, se desconoce si las células utilizan este
mecanismo para migrar a través del complejo entorno tridimensional de los tejidos
embrionarios. En este trabajo, se ha demostrado que los macrofagos de Drosophila
requieren ambas matrices para migrar a lo largo del embrion, la endégena, producida
por ellos de manera autocrina, y la exdgena, presente en el medio por el que migran.
También se ha demostrado que las lamininas regulan la velocidad y la direccionalidad de
la migraciéon de los macréfagos embrionarios. Ademas, se muestra que las lamininas se
requieren para la correcta formacion del espacio tridimensional usado por los macroéfagos
para migrar. Finalmente, los resultados aqui presentados sugieren que las lamininas son
mucho mas que un simple sustrato usado por los macroéfagos al migrar, ya que también

regulan la sefializacion corriente abajo de los factores guia, Pvf.

Patrones de deposicion y/o ensamblaje de las lamininas y migraciéon
celular.

Experimentos en cultivos celulares han mostrado que, a pesar de su estructura
relativamente uniforme, las lamininas se depositan en la MEC de células en cultivo
siguiendo patrones diferentes en funcion del tipo celular (Kusuma et al., 2012). Asimismo,
se ha propuesto que estas diferencias a la hora de depositarse podrian jugar un papel clave

en la especificacion de los distintos comportamientos celulares. Los queratinocitos son un
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ejemplo interesante de como los patrones de deposicion de las lamininas afectan a la
funcion de la matriz. Asi, se ha descrito en experimentos en cultivo celular, que mientras
que los queratinocitos humanos que no migran depositan la Laminina-332 con un patrén
en forma de roseta, los queratinocitos que migran activamente la depositan con un patrén
en forma de caminos o vias por los cuales se mueven (Hamill et al., 2009; Sehgal et al.,
2006). Por otra parte, las células epiteliales del pulmoén secretan la Laminina-332 en forma
de fibrillas, habiéndose demostrado que este patron es el mas apropiado para transmitir

sefiales mecanicas en este tipo de organizacion celular (Chot y Jones, 2005).

El analisis i vivo de la expresion de las lamininas realizado en este trabajo revela que
durante la migracion de macrofagos, las lamininas se organizan al menos en dos patrones
diferentes. Por un lado, las lamininas parecen estar depositadas en forma de “caminos o
vias” alrededor de los macréfagos durante su migracion, y por otro lado, en forma de
fibrillas sobre la cuerda nerviosa. Aqui nos gustaria proponer que estos patrones distintos
en los que las lamininas se ensamblan y/o depositan podrian desempenar funciones
diferentes. De este modo, mientras que la Laminina depositada por los macrofagos podria
promover la migraciéon, la Laminina depositada alrededor del sistema nervioso estaria
implicada en la adhesion célula-matriz, la cual seria necesaria para la correcta separacion
entre la cuerda nerviosa y el ectodermo. Esta idea esta apoyada por dos resultados. En
primer lugar, por estudios previos indicando que son las lamininas producidas por la
cuerda nerviosa las necesarias para la correcta separacion entre la cuerda nerviosa y el
ectodermo, ya que la ausencia de macrofagos no afecta a este proceso (Evans et al., 2010).
Y en segundo lugar, por resultados descritos en este trabajo, que demuestran que la
reduccion de los niveles de Laminina especificamente en los macréfagos afecta a su
migracion. Sin embargo, en este trabajo también se ha demostrado que la reduccion de
los niveles de Laminina en la cuerda nerviosa afecta la migracién de macrofagos, lo que
sugeriria que las lamininas presentes en la cuerda nerviosa podrian desempenar una doble
funcion, de adhesion, para la separacion de la cuerda nerviosa del ectodermo, y de
migraciéon. Sin embargo, ya que fallos en la separacion entre cuerda nerviosa y el
ectodermo afectan a la migracion de macrofagos (Evans et al., 2010), es dificil saber qué
papel desempefian las lamininas presentes en la cuerda nerviosa en la migraciéon de los

macrofagos, el de crear un espacio tridimensional para que los macréfagos migren o el de
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actuar como sustrato de migraciéon o ambos.

Estudios previos realizados en el laboratorio mostraron que las lamininas eran
necesarias para la correcta condensacion de la cuerda nerviosa a lo largo del eje antero-
posterior del embrion (Urbano et al., 2009). La condensacion de la cuerda nerviosa se
inicia al final de estadio 15 y es en este estadio donde las lamininas se encuentran en la
membrana basal que la rodea. Por otro lado, el bloqueo de la migraciéon de macroéfagos
provoca una reduccion de los componentes de la MEC alrededor de la cuerda nerviosa y
la inhibicién de la condensacién de la misma (Olofsson y Page, 2005). Aqui, se ha
mostrado que la reduccién de los niveles de lamininas especificamente en las células
neuronales también provoca un fallo en la condensaciéon de la cuerda nerviosa. Todos
estos resultados sugieren que las lamininas producidas y/o depositadas sobre la cuerda
nerviosa podrian participar en el proceso de condensacién. Aunque el patron en el cual
las lamininas se incorporan en la membrana basal estd por determinar, se podria
especular con que este patrén podria realizar otra funcién de las lamininas, la de
transmision de fuerzas de compresion necesarias para la correcta condensacion de la
cuerda nerviosa. Este se ha visto ser el caso de las lamininas que forman parte de la
membrana basal que cubre la camara huevo de Drosophila. En este contexto, se ha
mostrado que camaras huevo que contienen células mutantes para las lamininas no se
alargan adecuadamente, proponiéndose que las lamininas se requieren para la
transmision de fuerzas requerida para una correcta elongacion de la camara huevo (Haigo
y Bilder, 2011). En el futuro, seria interesante analizar en profundidad en qué medida los
diferentes patrones de deposicion de las lamininas podrian regular distintos
comportamientos celulares, asi como estudiar los mecanismos por los cuales se regulan

patrones de deposicion diferentes.

Funcion de las lamininas endégenas y exdégenas en la migracion de los
macrofagos.

Ensayos en cultivo con queratinocitos individuales han mostrado que, en ausencia de
un gradiente quimiotactico, los queratinocitos depositan Laminina 5 para promover una
migracion persistente y lineal (Frank y Carter, 2004). Por otra parte, se ha visto que si

bien las lamininas se expresan en los tejidos diana de células metastaticas, en algunos casos
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también se expresan en las propias células tumorales, como por ejemplo en gliomas,
células de cancer de mama y melanomas malignos. Esto ha llevado a proponer que ambas
lamininas, la ex6gena y la endégena, podria contribuir a la diseminacion de las células
tumorales (Chia et al., 2007; Ishikawa et al., 2014; Kawataki et al., 2007; Oikawa et al.,
2011). De manera similar, los resultados aqui presentados demuestran que los macroéfagos
de Drosophila usan ambas lamininas, tanto la endégena como la ex6gena para su migracion
sobre la cuerda nerviosa. Los experimentos de trasplantes de macrofagos y los que
demuestran que el descenso de los niveles de Laminina en macréfagos provoque un
fenotipo mayor que cuando se reducen en la cuerda nerviosa, sugieren que las lamininas
endogenas podrian jugar un papel mas importante en la migraciéon de macroéfagos que las

exogenas.

El hecho de que las lamininas regulan la velocidad de los macréfagos, asi como la
estabilidad y direccionalidad de los lamelipodios, sugieren que la producciéon de una
matriz autocrina podria ser una forma a través de la cual las células podrian responder
mejor a los estimulos quimiotacticos y migrar mas rapidamente. De hecho, experimentos
de células en cultivo han mostrado que células del fibrosarcoma HT1080 endocitan la
proteina fibronectina del medio y la vuelven a secretar por medio de
endosomas/lisosomas tardios, con el fin de promover una matriz autocrina que mejora la
migracion direccional (Sung et al., 2011). Una concentracion local elevada de moléculas
de MEC, controlada por secrecion vesicular, podria facilitar la agrupaciéon de integrinas
y por lo tanto su activaciéon favoreciendo asi la migracion. Por otra parte, se sabe que
algunos de los componentes de la MEC presentan sitios de union a factores de crecimiento
(Kim et al., 2011). Por esto, niveles elevados de moléculas de la MEC de manera local
podrian también resultar en un incremento localizado de estos factores de crecimiento.
Esto provocaria un aumento en la actividad de las vias de senalizacién agua abajo de los
mismos y un aumento en la velocidad de migracion. Esta hipotesis se ve sustentada por
los resultados presentados en esta tesis que demuestran que la sefalizacién agua abajo de
los factores de crecimiento PVF, esta comprometida en macréfagos mutantes para las

lamininas.
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Papel del transporte vesicular en la migracion de los macrofagos.

Mientras que aun se sabe poco sobre los mecanismos de secrecion de las lamininas,
esto no es el caso para el Colageno, habiéndose descubierto una proteina transmembrana
ER, Tango 1, implicada en la secrecion de algunos tipos de Colageno en células en cultivo
(Wilson et al., 2011). Si bien, experimentos recientes en Drosophila han mostrado que
Tangol también podria regular la secrecién de las lamininas en la membrana basal de las
células del epitelio folicular del ovario y de la glia (Lerner et al., 2013; Petley-Ragan et al.,
2016). Estos estudios también han implicado a la Rab GTPasa Rab10, que esta asociada
con Tangol, y su GEF Crag en la deposicion polarizada de lamininas, asi como de
Colageno IV y de Perlecan, en las células foliculares, hecho que es imprescindible para el
mantenimiento de la arquitectura del epitelio folicular (Denef et al., 2008; Lerner et al.,
2013). Las proteinas Rabs fueron identificadas como proteinas evolutivamente
conservadas implicadas en la regulacion del trafico de membrana, en la exocitosis y en la
endocitosis (revisado en Schwartz et al., 2007). Hoy en dia, se han descrito unas 70 Rabs
humanas. Las distintas Rabs regulan el trafico de diferentes cargos a destinos especificos.
De esta manera, Rab10, el cual esta localizado en el Golgi, regula el transporte desde éste
a la membrana basolateral. Por otra parte, los Rabs pueden interaccionar entre ellos. Asi,
por ejemplo, se ha probado que Rab10 interacciona con Rab8, el cual también regula el
trafico entre Golgi, los endosomas y la membrana basolateral. En esta tesis se ha
demostrado que Rab8, pero no Rabl0, se expresa a altos niveles en los macroéfagos
durante su migracion. Ademas, se ha observado que la expresion de las formas
dominantes negativas de Rab8 o de Rab10 en macroéfagos afecta su migracion, siendo los
defectos mayores con Rab8 que con Rabl0. Crag ha sido descrito como un GEF
altamente especifico para Rab10, tanto en estudios i vitro (Yoshimura et al., 2010) como
en el caso del epitelio folicular de Drosophila (Lerner et al., 2013). Los resultados aqui
presentados mostrando que los defectos de la migracién de macréfagos en embriones
mutantes Crag son similares a los obtenidos con la expresion de la forma dominante
negativa de Rab10 apoyan este papel de Crag como regulador de Rab10. Durante esta
tesis también se ha analizado el papel del GEF CG7787. CG7787 ha sido previamente
descrito como regulador de la endocitosis basolateral y/o el reciclaje de Sanpodo y/o
Delta, procesos necesarios para una correcta sefializacion de Notch (Le Bras et al., 2012).

En este trabajo se ha demostrado que CG7787 se requiere para la correcta migracion de
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macrofagos. Es mas, la reduccion de niveles de CG7787 en macrofagos causa defectos en
la migracion mayores que los observados en embriones mutantes para Crag. Una posible
explicacion para este resultado es que CG7787 podria estar regulando a ambos Rab8 y a
Rab10, lo que se apoya por la existencia de interacciones bioquimicas entre CG7787 y
ambos Rabs (www.esyn.org). La generaciéon de un mutante para CG7787 permitira en
un futuro analizar en mas detalle su funciéon en la deposicion de MEC durante la
migracion de macrofagos y otros procesos morfogenéticos que requieren de la deposicion
de componentes de la MEC, como la organizacion de la arquitectura del epitelio folicular
de Drosophila. En resumen, se podria proponer que los macréfagos de Drosophila usan Rab8
y Rab10 para secretar y/o depositar de forma autocrina las lamininas necesarias para su
migracion. Sin embargo, ademas de un papel en la regulacion de la secrecion de proteinas
de la MEC, a la familia de Rab GTPasa se le ha atribuido un papel en el control de la
endocitosis y del trafico vesicular de los receptores de factores de crecimiento asi como de
las integrinas y del trafico de membranas durante la migracion celular (Bridgewater et al.,
2012; Porther y Barbieri, 2015). Mas especificamente, la expresiéon de Rab8 induce la
formacién de lamelipodios y filopodios, asi como la capacidad invasiva de células
tumorales, y una reduccion en sus niveles provoca el efecto contrario (Hattula et al., 2006;
Perdnen et al., 1996). Ademas, el papel de Rab8 en la regulaciéon del recambio de
membranas durante la migracion celular se ha relacionado con la internalizacion de los
dominios de membrana que contienen receptores de adhesion y moléculas de
sefializacion, como las Rho G'TPasas, requeridas para la formacion de protuberancias
(Hattula et al., 2006). En el futuro, seria muy interesante analizar en mas detalle la
contribucion de estas posibles funciones de Rab8, Rab10 y sus GEFs, Crag y CG7787,

en la migracion de macroéfagos.

Por ultimo, se ha observado que supresores de la dindmica de los microtibulos
bloquean la deposicion de Laminina 5 y la migracion de queratinocitos humanos (Frank
y Carter, 2004). Aunque el papel de los microtibulos en este proceso estd atn por
esclarecer, se ha propuesto que la alteracion del citoesqueleto de microtibulos podria
interferir con el adecuado transporte al aparato de Golgi, el cual a su vez, se necesita para
la correcta modificacion post-translacional y el ensamblaje de los trimeros de lamininas.

Trabajos previos realizados en el laboratorio muestran que la alteracion de los
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microtibulos en macrofagos provoca un fallo en su migracion (Comber et al., 2013). En
el futuro seria interesante testar si los microtibulos son necesarios para la deposicion de

las lamininas en los macréfagos.

Interaccion entre laminas y Colagenos tipo IV durante la migracion de
macrofagos.

De manera similar a las lamininas, los Colagenos, especificamente los tipos I, IIT y IV
se expresan a lo largo del sustrato sobre el cual las células de la cresta neural migran,
desempenando un papel permisivo. Ademas, experimentos i vitro han descrito que las
células de la cresta neural pueden acoplarse, extenderse y migrar sobre Colageno, asi
como sobre fibronectina y lamininas. Sin embargo, los Colagenos han sido descritos ser
un sustrato menos eficiente que las lamininas o la fibronectina en promover migracién
celular (revisado en Henderson y Copp, 1997). En esta tesis, se ha demostrado que los
defectos de migraciéon de macréfagos en embriones mutantes para los dos genes de
Colageno que existen en Drosophila, son mas débiles si se comparan con los observados en
embriones mutantes para las lamininas. Estos resultados apoyan la teoria sobre el papel
conservado de las lamininas como componente predilecto de la matriz para la migracién
celular. Sin embargo, en esta tesis se ha mostrado que la reduccion de Colageno en los
macrofagos de embriones mutantes para las lamininas incrementa su fenotipo, sugiriendo
que los Colagenos podrian estar compensando parcialmente la falta de lamininas.
Lamininas y Colagenos son también requeridos para la migracion del epitelio folicular
durante la orogénesis de Drosophila, un proceso conocido como rotacion tisular global. Sin
embargo, en este caso, lamininas y Colagenos, parecen funcionar de forma similar como
sustratos, ya que la eliminacién de cualquiera de ellos de forma individual bloquea por
completo la migracion del epitelio folicular (Haigo y Bilder, 2011). Estos diferentes
requerimientos de Colageno podrian deberse a que formas diferentes de migrar, las
células del epitelio folicular migran de forma colectiva mientras que la de los macrofagos
lo hacen de manera individual, podrian necesitar como sustrato diferentes patrones y/o
composicion de la MEC. De hecho, como se ha mencionado anteriormente, diferentes
patrones de deposicion y organizacion de la MEC regulan comportamientos celulares
distintos. En el futuro seria interesante analizar la relacion entre diferentes patrones de la

MEC con distintas formas de migrar. Finalmente, experimentos realizados en esta tesis
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muestran que la eliminacién simultanea de ambos, lamininas y Colagenos, es muy
perjudicial para el organismo, ya que las moscas portadoras de solo una copia de ambos

alelos mutantes no sobreviven.

En resumen, en este trabajo se ha demostrado que las lamininas son necesarias en
todas las etapas de la migracion de macrofagos, salida de la cabeza, paso por la cola del
embrion, migracion a lo largo de la cuerda nerviosa, migracion lateral sobre la cuerda
nerviosa y migracion aleatoria. Ademas, se ha observado que las lamininas regulan la
direccionalidad y la estabilidad de las proyecciones de los macréfagos durante su
migracion. Asimismo, se ha demostrado que los macrofagos usan principalmente sus
propias lamininas endégenas para migrar, matriz endégena, mientras que las producidas
por la cuerda nerviosa, matriz exégena, podrian tener un papel mas estructural,
implicado en la correcta formacion del espacio intersticial por el cual migran los
macroéfagos. Estudios previos realizado en el laboratorio demostraron que los principales
receptores de las lamininas, las integrinas, también realizaban una doble funcion,
migratoria y estructural, durante la migraciéon de macrofagos (Comber et al., 2013). Por
ultimo, basandose en resultados previos y los obtenidos en este trabajo, se propone que la
secrecion local de lamininas por los macrofagos durante su migraciéon podria estar
regulada por las proteinas Rab GTPasas Rab8 y Rab10, asi como por sus GEF, CG7787
y Crag. En resumen y apoyandose en los resultados aqui presentados, se propone el
siguiente modelo para el papel de las lamininas en la migraciéon de los macroéfagos (Fig.
51). Las lamininas secretadas localmente, via Rab8 y Rab10, regularian, la agrupaciéon y
activacion de las integrinas. Esta activacion de las integrinas de manera independiente o
en combinaciéon con una acumulacion y/o exposicion de las moléculas guia Pvf por las
lamininas acumuladas localmente, induciria un incremento en la senalizaciéon corriente
abajo de los receptores Pvr. La activacion de ambas vias de sefalizacion, la de las
integrinas y la de Pvr, regularia la reorganizacion del citoesqueleto de actina promoviendo
la formacién de lamelipodios y filopodios y de este modo la migracion celular. Finalmente,
anadir que los Colagenos tipo IV también contribuyen, aunque en menor medida que las

lamininas, a la migraciéon de los macréfago.
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Fig. 51. Modeclo para el papel de las lamininas en la migracién de los macréfagos

Las lamininas han sido relacionadas con las formas mas severas de algunos tipos de
cancer. Su expresion por células tumorales tras la diferenciacion mesenquimal, hecho que
se correlaciona con la malignidad; su relacion con factores oncogénicos, como FOXMI,
que regulan positivamente su expresion; su interaccion con los receptores de membrana,
como la integrina a6f1 y MCAM, implicados en la invasion celular, la metastasis y la
progresion del tumor; y su fuerte actividad promotora de la migracion, destacan el papel
de las lamininas como promotoras de la migracion de las células cancerosas asi como de
la progresion de los tumores. Por todo esto, recientemente las lamininas han sido
denominadas como oncolamininas. De hecho, se ha visto que anticuerpos humanos
contra dominios especificos de las lamininas inhiben el crecimiento tumoral y la metastasis
en melanoma humanos (Mills et al., 2002). Futuros estudios con organismos modelo,
como Drosophila, proporcionaran nuevos conocimientos sobre el mecanismo molecular y
celular por el cual las lamininas regulan la migracion celular que ocurre tanto durante el
desarrollo como en situaciones patologicas, tales como la cicatrizacién de heridas. Dado
que los procesos de migraciéon y la maquinaria genética que los implementa estan
conservados en el reino animal, se espera que este analisis contribuya a descifrar los
mecanismos moleculares y genéticos por los cuales las lamininas regulan la migracion e

invasion celular en eucariotas superiores, incluido el hombre.
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Analisis del papel de Nidogen en la migracion de los macroéfagos

de Drosophila melanogaster.

Como se ha mencionado en la introduccion, Nidogen es otro componente de la matriz
extracelular, del que poco se sabe sobre su papel durante la embriogénesis de Drosophila.
En Drosophila existe un tnico gen que codificad para esta proteina, el gen nidogen (ndg).
Hasta el momento, se conoce que en otros organismos modelos, como C. elegans y raton,
Nidogen interacciona con otros componentes de la MEC, como Laminina, Perlecan y
Colageno (Aumailley et al., 1993; Hopf et al., 1999). Asi mismo, se ha visto que en estos
organismos Nidogen se requiere para la correcta formacion de distintos 6rganos, como
pulmones, sistema nervioso, rinones o corazon (Bader et al., 2005; Kim y Wadsworth,
2000; Tunggal et al., 2003; Willem et al., 2002). Sin embargo, a dia de hoy poco se conoce
del papel de ndg en Drosophila, principalmente debido al hecho de que atn no se han
aislado mutantes en este gen. Respecto a su patron de expresion durante la embriogénesis,
se ha visto que Nidogen se expresa en distintos tipos de células mesodermales, incluyendo
células precursoras de varios musculos, células cardiacas y células del mesodermo visceral
(Zhu et al., 2012). Estudios previos en nuestro laboratorio mostraron que ademas Nidogen
se expresa en las células caudales viscerales durante su migracion sobre el mesodermo

visceral (Fig. 44, (Urbano et al., 2011).

Fig. 44. Vision lateral de embriones control. CVM en rojo y Ndg en verde.

En este trabajo, se decidi6 testar si Nidogen se expresaba en los macréfagos durante su
migracion. para ello, se usaron las moscas ndgGFP, en las cuales se expresa la proteina

GTP junto a Ndg. (Fig. 45).
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Fig. 45. Vison lateral de embrion Ndg-GIFP de estadio 13. Se pueden observar los

macrofagos (rojo) y la proteina ndg(verde).

Una vez que se vio que se expresaba en células migratorias, incluidos los macrofagos,
se decidi6 generar mutantes en ndg para poder asi analizar su funciéon en la migracion de

macrofagos.

1. Generacion de mutantes.

Para conseguir aislar un mutante para nidogen se utilizaron diferentes estrategias

genéticas que se detallan a continuacion.

1.1. Generacion de deficiencias por salto impreciso de trasposon.

Para generar deficiencias que elimina el gen ndg se eligié una técnica que permite aislar
deficiencias mediante salto impreciso de un trasposon. Se sabe, que los trasposones en
presencia del enzima trasposasa se movilizan y saltan del DNA, dejando el DNA con una
rotura de doble hebra. Dicha rotura puede ser reparada por dos vias diferentes, o bien a
través de las enzimas de reparacion por cadena homologa (HR), la cual siempre lo hace
de forma correcta y no genera ningun tipo de mutacion, o a través de una reparacioéon por
no homologia (NHE]), la cual suele generar errores, produciendo deleciones,
duplicaciones e inversiones en la zona danada. Para generar deficiencias para ndg se
seleccionaron dos trasposones diferentes, Mi{ET1}MB04184 y
Mi{ET1}Ndg[MB12298] (Fig. 52).
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MI{ET1}MBO04184 MKET1}Ndg[MB12298] N i d (o) g en
— I [ 1 ] & | ] | |
exon 1 exon2  exond exon4 exon6  exon8 exon 10
exon5 exon7 exon9 exon 11

Fig. 52. Sitio de insercién de los dos trasposones usados en esta tesis doctoral.

El trasposon Mi{ET1}MB04184 esta insertado aguas arriba del gen nidogen, a 343
nucleoétidos del ATG vy el trasposon Mi{ET1}Ndg[MB12298] se encuentra insertado a
1716 nucledtidos aguas abajo del ATG (Fig. 46) (Metaxakis et al., 2005). Los trasposones
usados llevan un marcador llamado EGFP que confiere expresion la proteina verde
fluorescente “GFP” en los ojos de los individuos adultos. Este marcador permite distinguir

las lineas en las que el trasposon no ha saltado, ya que seran EGFP*, de las que ha saltado,

que seran EGFP- (Fig. 52).

Fig. 53. Individuos adultos visualizados con lampara de fluorescencia. La flecha sefiala a una mosca

donde el trasposon ha saltado.

Asi, para generar los saltos se cruzaron hembras que contenian los elementos P con
machos que portaban una fuente de trasposasa. De este cruce se seleccionaron machos
individuales que llevaban el trasposon y la fuente de trasposasa, 163 para el trasposon
Mi{ET1}MB04184 y 1259 machos del trasposon Mi{ET1}Ndg[MB12298]. Estos
machos se cruzan con hembras w; Gla/CyO y de la progenie de estos cruces se
seleccionaron aquellos machos que eran EGFP-, 36 para el Mi{ET1}MB04184 y 435
para Mi{ET1}Ndg[MB12298] (Fig., 54). Ya que la expresion de una RINAi para ndg en
algunas células mesodermales producia letalidad (Neely et al., 2010a) se pens6 que la falta

total de ndg también lo seria. Basado en esto, la estrategia para aislar los posibles mutantes
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de ndg fue seleccionar de entre los machos EGFP- aquellos que cuando cruzados con la
deficiencia Df{2R)BSC281, la cual elimina ndg entre otros muchos genes, no produjese

progenie Df2R)BSC281 sobre el cromosoma procedente del salto del trasposon.

Q?Mi[ETl] X Q/Q/ Transposasa

EGFP*

O/Mi[ETl] / Transposasa XQ? w; Gla/CyO
EGFP* l

O/ Mi [ET1]* /CyO X $$ w; Df(21)BSC271/CTG
EGFP

?? oy’ Mi[ET1]* / CyO

Fig. 54. Cruces realizados para provocar el salto del elemento P.

Sin embargo, este caso no se dio y todos los posible saltos de ambos elementos P
fueron viables sobre la deficiencia Df2R)BSC281 (Fig. 48). Ante la posibilidad de que
deleciones del gen ndg fueran viables se decidi6 testar por PCR si alguno de los saltos habia
generado una deficiencia. El resultado fue que todos los saltos se habian reparado
correctamente, presumiblemente a través de la reparacion por homologia (HR). Entonces
se decidio hacer saltar el trasposon Mi{ET1}Ndg[MB12298] en un fondo mutante BLM.
En estos mutantes las enzimas encargadas de la correcta reparaciéon del DNA (HR) no
funcionan correctamente, incrementando la posibilidad de la reparacién no homologa
(NHE]), la cual aumenta la posibilidad de obtener deleciones y que de producirse estas
sean de mayor tamano (Witsell et al., 2009). En este caso, se eligieron 132 machos
mutantes BLM que portaban el trasposon Mi{ET1}Ndg[MB12298] y la fuente de

trasposasa y se cruzaron con hembras w; Gla/CyO (Fig. 55).
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??Mi[ﬁl} ; BLMN'X (" Transposasa ; BLMD3

EGFP* l

O/Mi[ETl] / Transposasa ; BLMN'/ BLMP3 X Q? w; Gla/CyO
EGFP* l

" Mi[ET1]*/CcyO X ?? w ; Df(21)BSC271 / CTG
EGFP

QD oy mileT1r* /T

Fig. 55. Cruces realizados para provocar el salto del elemento P en fondo mutante BLM.

De este cruce se seleccionaron 110 machos EGFP- de los cuales 6 no complementaban
con la deficiencia Dff2R)BSC281 (Tabla ). Se establecieron stocks de estos machos y se

mapearon molecularmente mediante PCR y secuenciacion.

Viables sobre
Transposon Cruzados | EGFP- | Df(2R)BSC281

SI NO
Mi{ET1}MB04184 163 36 36 0
Mi{ET1}Ndg[MB12298] 1259 435 435 0
Mi{ET1}Ndg[MB12298]
| 11 104
en fondo BLM 32 0 0 6

Tabla 3. Resumen del nimero de cruces realizados durante el salto de elemento P.

Mapeo molecular por PCR.

Las 6 lineas aisladas eran letales en estadio larvario. Asi, para conocer con exactitud el
tamafo de la posible delecion generada con el salto impreciso en fondo mutante BLM, se
extrajo DNA gendmico a larvas homocigoticas para cada una de las lineas y se realizaron

PCR con parejas de cebadores adyacentes al gen ndg (Fig. 45).
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) CG34222
Jhi-1 Cie o mEvE2) — Nlidogen —
D
— — - - —
exon1 exon2  exond exond exon6 _exon8 exon 10
exon5 exon7 exon9 exon 11
I v | | |
Ndg 11.1 Ndg 11.2 Ndg7.1 Ndg7.2  Ndg 1.1 Ndg 1.2 Ndg 8.1 Ndg 8.2 Ndg12.1 Ndg122
]
Ndg 10.1 Ndg 10.2 Ndg 2.1 Ndg 2.2 I
| Ndg 9.1 Ndg 9.2
Ndg6.1  Ndg 6.2 Ndg 3.1 Ndg 3.2
|

Ndg 5.1 Ndg 5.2

|
Ndg 4.1 Ndg 4.2

Fig. 56. Diferentes parejas de cebadores usados para mapear molecularmente las 6 lineas obtenidas

por salto impreciso del elemento Mi{ET1}Ndg[MB12298].

De los resultados obtenidos en la PCR (Tabla 4) se deduce que en todos los casos se
eliminé el gen ndg y algunos genes colindantes, siendo el mutante 15 es el que presenta la

delecion mas pequena.

Oligos
Mutantes

Ndg 10| Ndg 11| Ndg 6| Ndg 7| Ndg5.2REV-Ndg1.2 | Ndg1.2REV-Ndg2.2 | Ndg 8| Ndg 9.1-8.2 | Ndg 9| Ndg 12

Mut 111
Mut 118

Tabla 4. Resumen del resultado de las diferentes PCR realizadas a los 6 posibles mutantes de ndg. Cada
casilla azul representa una pareja de cebadores usados con cada genotipo de la casilla amarilla. Si la
casilla que la intercepta es verde (+) significa un resultado positivo vy si la casilla es roja (-) significa que

esa pareja de cebadores no amplifico ningin fragmento para ese DNA.

Secuenciacion.

Para conocer de manera mas precisa el alcance de las deleciones generadas, los
productos de PCR se enviaron a secuenciar lo que nos permitié definir los dos extremos
de cada deficiencia. Estos resultados confirmaron que el mutante Ndgld portaba la

deficiencia mas pequena donde se eliminaban los genes ndg, CG12909 y Obp46a.
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. CG34222
Jhi-1 oz _ouotea ez - Nidogen -
L. exoni B2 eons exon4 egon(i 7exaﬂ -exga 10_11
- &ef@n% N£g17 - exon5 exon exon9 exon
Deficiencia Ndg 15
———————— {—
Deficiencia Ndg 49
- — —a
Deficiencia Ndg 72
—————————— — =
Deficiencia Ndg 111
- — ————— -
Deficiencia Ndg 118
- -

Fig. 56. Representacién esquematica de las 6 deleciones creadas por salto del trasposon
Mi{ET1}Ndg[MB12298]. En negro se observa el DNA presente en la delecion, contrastado por

secuenciaciéon del DNA genémico, y en rojo la zona eliminada en la delecién.

1.2.  Generacion por CRISPR.

Debido a que el salto del trasposoén provocod deleciones que eliminaban mas genes
aparte de ndg, se busco una alternativa que permitiese obtener mutantes so6lo en el gen
ndg. Para este fin, se us6 la novedosa técnica CRISPR, una técnica de tltima generacion
que ha permitido la producciéon de mutaciones puntuales en multitud de animales
modelos, incluido Drosophila. CRISPR que proviene de las siglas en inglés “Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats” fue descrita en 1987 por primera vez,
como un sistema inmune primitivo de las bacterias frente a los virus (Fig. 48). (Barrangou
et al., 2007; Ishino et al., 1987; Jinek et al., 2012; Makarova et al., 2006; Mojica et al.,
1995).

106



Resultados 11

Virus DNA ( —\ asm
DNA
- Plasmid DNA cleaved
1\
(1) Acquisition l / (@%@
S i ¥ Vi SO 1000 .
Leader 109 8 7 6 54 3 2 1 N A
cas locus CRISPR array
@ Interference
@ Expression
4 4 v

IIRIRIRIRIRIATRI ”f%
Q Pre-crRNA 2

~

Cas proteins =
j ﬂj ﬂ Virus DNA cleaved

crRNA

Fig. 57. Esquema del origen de CRISPR.

Anos mas tarde, se identificaron diferentes componentes del sistema y se comprendio
mejor su funcionamiento. El afio 2013 es el inicio de su uso como sistema de manipulacién
genética precisa y fiable. El sistema se ha optimizado para su uso en células en cultivo,
Drosophila, levaduras, pez cebra y ratones (Chang et al., 2013; Cho et al., 2013; Cong et al.,
2013; Dicarlo et al., 2013; Ding et al., 2013; Gratz et al., 2013; Hwang et al., 2013; Jinek
et al., 2013; Mali et al., 2013; Shen et al., 2013). El sistema utiliza una proteina llamada
Cas9 y un RNA guia que se genera a partir de la secuencia del gen a eliminar. El RNA
guia debe contener una secuencia de 20 a 24 nucleétidos flanqueada por una region
denominada PAM (Protospacer adjacent motif), la cual se encuentra de forma natural a
lo largo de todo el genoma. De esta forma, lo primero que se hace es buscar estas
secuencias PAM en nuestro gen de interés, y después se disefia un RNA guia capaz de
hibridar con esa zona concreta. Este RNA guia una vez este en la célula reconocera su
region homologa en el DNA e hibridara con ella. Esta unién es reconocida por la proteina
Cas9, la cual se une al RNA guia formando un complejo Cas9-RNA guia-DNA. Tras la
union, la Cas9 corta la dobla cadena entre el 3° y 4° nucledtido del RNA guia. Este corte
puede provocar una pequena delecion en la zona de corte (Fig. 49) (Jinek et al., 2012).
Alternativamente, si se usan dos RINA guias al mismo tiempo se podria generar una

deficiencia.
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sgRNA

5: ~NNNNNNNNNN q NNNNNNNNNN-3'’
L Cleavage site S
N V¥ ~x PAM

Fig. 58. Esquema del sistema CRISPR. SgRNA es el RNA guia.(Bassett et al., 2013).

En el caso de ndg se diseniaron cuatro RNAs guia diferentes, Target A, B, C'y D, que
se corresponden con diferentes regiones del gen (Fig. 50). La estrategia a seguir fue la
combinacion de dos RNAs guia con la intencion de generar una delecion. De esta forma,

se combinaron los RNA guia Ay Cylos ByD.

Nidogen
-4

I N 1 I B | 1 | |
exont exon2  exond exond exon6  exon8 exon 10
exon5 exon7 exon9 exon 11
[ [ ] [ ] O
Target A Target B Target C Target D

Fig. 59. Esquema de las RNAs guias (Target) disefiadas para Nidogen.

Las estrategias para introducir los RNA guia en las células de la linea germinal son
varias (Fig. 60):

A.  Inyeccién directa de los RNAm que transcriben la proteina Cas9 y el RNA guia.

B. Inyeccion directa de los plasmidos portadores de los RNNA guias junto al
plasmido que expresa la proteina Cas9 en embriones control.

C. Inyeccion directa de los plasmidos portadores los RNA guias en embriones
portadores de una fuente constitutiva de Cas9, embriones Cas9*.

D. Obtencién de moscas transgénicas que expresen los RNA guia de forma
constitutiva, para después cruzar con moscas transgénicas que expresan la

proteina Cas9 de forma constitutiva.
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Fig. 60. Resumen de las diferentes estrategias a seguir para la realizacién de la técnica CRISPR.(Xu

etal., 2015).

En nuestro caso, se opt6 en un primer intento por la tercera opcion, inyeccion directa
de los plasmidos portadores de los RNA guia en embriones Cas9*. De este modo, se
inyectaron por una parte los plasmidos de los RNA guia A y C y por otra, los plasmidos
para los RNA guia B y D en embriones que expresaban constitutivamente la proteina
Cas9, regulada su expresion por el promotor de la linea germinal Vasa (Fig. 61). De la
inyeccion del mix Nidogen A-C, nacieron 39 moscas y 20 del mix Nidogen B-D. Estas se
cruzaron de manera individual con moscas Gal/CyO vy de los cruces se recogen 268 y
172 machos posibles mutantes de los mix A-C y B-D, respectivamente. Cada uno de estos
machos se cruzan de manera individual con hembras virgenes de la deficiencia
Dfi2R)BSC281/CTG para por una parte testar su viabilidad sobre la deficiencia y por
otra establecer las lineas de los posibles mutantes. Se observd que todas las lineas eran
viables sobre la deficiencia y sobre si mismas. Por lo tanto para mapear molecularmente
la posible mutacion, se extrajo DNA genémico a adultos homocigoéticas para cada una de
las lineas y se comprueba por PCR si se ha generado una delecion del DNA comprendido
entre los dos targets. En ningtn caso se gener6 una delecion de la regiéon que contiene a

ndg.
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?? O/O/ Moscas inyectadas X ?Q Q/O/w ; Gla/ CyO

Cas9*

O/O/ CRISPR*/ CyO o Gla X ?? w ; Df(2R)BSC281 / CTG

l

?Q ey CRISPR*/ CTG

Fig. 61. Cruces realizados en la estrategia de inyeccién directa de plasmido portador de los RNA guia.

Tras este resultado negativo, se opt6 por la cuarta opcidn, establecer lineas de moscas
transgénicas que expresaran de forma constitutiva los RNA guia para después cruzarlas
con moscas que expresan Cas9 de forma constitutiva. Para este segundo intento, se usaron
solo los targets G y D, ya que estaban situados en dos exones de ndg, y asi se podrian
incrementar las posibilidades de provocar una mutacién en un exén o en ambos, o incluso
una delecion. Para generar las lineas transgénicas portadoras de los RNA guias C 'y D, se
clonaron los targets C y D en el plasmido pCFD3 (Port et al., 2014). Este plasmido porta
un marcador genético, el gen vermullion (v), que permite reconocer aquellas lineas que

portan el plasmido sobre un fondo génico vermillion chocolate.(v cho).

O/O/yvcho;Target C; TargetD X $$ yvcho-nanos_Cas9

cho*

Q/O/ yvcho-nanos_Cas9 ; Target C/ +; Target D/ + X ?Q yvcho ; Sco / Cyo

cho* /

o yvcho ; CRISPR* / Sco o Cyo X ?? w ; Df(2R)BSC281 / CTG

cho l

?? oy CRISPR*/ CTG

Fig. 62. Cruces realizados durante la segunda estrategia CRISPR, donde se cruzan moscas que
expresan constitutivamente los RNA guia, con moscas cas9*.

Se establecieron moscas transgénicas con el target C en el cromosoma Il y el target D
en el cromosoma III. Tras conseguir las lineas transgénicas se combinaron en una sola

mosca, obteniéndose moscas que portaban los dos targets, C y D. Machos con esta
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combinacion se cruzaron con hembras transgénicas que expresan constitutivamente el
Cas9, regulado por el promotor de la linea germinal nanos. De este cruce, se seleccionaron
101 machos que portaban la Cas9 y los dos targets, C y D. Asi, en la linea germinal de
estos machos se estaba expresando paralelamente los dos targets, C y D y la proteina
Cas9, pudiéndose producir cortes en los targets C y D, y como consecuencia una delecion.
Estos 101 machos se cruzaron de manera individual con hembras virgenes yvcho;
Sco/CyO. De cada cruce se seleccion6 un solo macho que se cruzoé individualmente con
virgenes de la deficiencia Df2R)BSC281, para, como en el caso anterior, por una parte
testar si es viable sobre la deficiencia y por otra establecer las lineas de los posibles
mutantes. Se observo que sélo una linea era letal sobre la deficiencia y sobre si mismo.
De las 100 lineas viables se extrajo DNA genémico a adultos homocigéticos y se
comprob6 por PCR que en ningtn caso se habia generado una delecion del DNA
comprendido entre los dos targets. La tnica linea letal resulto letal larvaria, asi que se
extrajo el DNA gendmico a larvas homocigoéticas y por medio de PCR se encontr6 que
presentaban una delecion entre los targets C y D. Esta delecion resulté ser ain mayor que

las obtenidas hasta el momento (Tabla 5).

Oligos
Mutantes

Ndg 10| Ndg 11| Ndg 6| Ndg 7| Ndg5.2REV-Ndg1.2 | Ndg1.2REV-Ndg2.2 | Ndg 8| Ndg 9.1-8.2 | Ndg 9| Ndg 12

Mut 111
Mut 118

Tabla 5. Resumen del resultado de las diferentes PCR realizadas a los 6 posibles mutantes de ndg
(Amarillo) y al mutante obtenido por la técnica CRISPR (Morado). Cada casilla azul representa una
pareja de cebadores usados con cada genotipo de la casilla amarilla. Si la casilla que la intercepta es
verde (+) significa un resultado positivo y si la casilla es roja (-) significa que esa pareja de cebadores no

amplifico ningun fragmento para ese DNA.

2. Analisis del fenotipo del mutante Ndgl5.

A pesar de no haber obtenido un mutante que eliminase sélo el gen ndg y con el objetivo
de analizar si este se requiere para la migracion de macroéfagos, se decidi6 analizar

fenotipicamente el mutante Ndgl5 que es la deficiencia mas pequena generada hasta el
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momento. La expresiéon de ndg en embriones homocigdticos para esta deficiencia
desaparece (Fig. 63 ), lo que corrobora que la deficiencia elimina completamente a ndg.
Respecto a la fase de letalidad de los mutantes Ndgl5, se observéd que morian en el estadio

larvario L2.

Fig. 63. Vision lateral de embriones control (A) y mutante Ndgl5 (B) de estadio 13. Anti-ndg

visualizado en verde.

Entonces, se analiz6 si la migracion de varias poblaciones celulares que expresan ndg,
como los macrofagos, las células cardiacas o las células del mesodermo caudal, estaban
afectadas en ausencia de ndg y se vio que no. Asi mismo, y ya que ndg se expresa en los
musculos y en la membrana basal que rodea a la cuerda nerviosa se analizé si en los
mutantes Ndgl) estos tejidos estaban afectadas. Si bien, se observo que los musculos se
formaban correctamente en los embriones mutantes, se encontré que la cuerda nerviosa
no se condensaba bien. Para analizar en qué medida estaba afectada la condensacion de
la cuerda nerviosa, se calcul6 el ratio entre la longitud del embrién y la de la cuerda
nerviosa en embriones de estadio 16, controles y embriones mutantes Ndgl) (Fig. 64). Se
observo, que este ratio era de un 55% en embriones control y de un 71% en embriones
mutantes Ndgl5, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p<0,05). Todo esto
parece indicar que la cuerda nerviosa necesita la presencia de Nidogen para su correcta

formacion.
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Fig. 64. . Vision lateral de embriones control (A) y mutantes Ndgl15 (B) de estadio 16. Se visualiza la

cuerda nerviosa con anti-FasII (rojo). (C) Ratio entre la longitud del embrién y la de la cuerda nerviosa.

En un futuro se intentara comprobar si la falta de Nidogen, afecta de alguna manera
a la deposicion de otros componentes de la MEC como Perlecan, Colageno o las
lamininas. También, se analizara la posible interaccion de Nidogen con otros
componentes de la MEC, mediante el analisis fenotipico de embriones mutantes para ndg

y lamininas, Colageno o Perlecan.
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Papel de nidogen durante la embriogénesis

Nidogen es una glicoproteina compuesta por diferentes dominios globulares que se
sabe median un papel esencial en la formacion de complejos Laminina-Colageno tipo IV
y Laminina-Perlecan (Aumailley et al., 1993; Hopf et al., 1999). Sin embargo, es el
componente de la matriz extracelular del que menos se sabe sobre su papel durante el
desarrollo embrionario. Ademas, lo poco descrito en organismos como raton o C. elegans
sugiere que su funcion pudiera no estar evolutivamente conservada. De este modo se sabe
que ratones doble mutantes para las dos isoformas de nidogen que existen en vertebrados
mueren al final del desarrollo embrionario, debido a fallos en la formacién de pulmones
y corazon (Bader et al., 2005). Mientras que, en el caso de C. elegans, los mutantes para
nidogen, llegan a adulto siendo estos viables y fértiles, aunque presentan alteraciones en la

correcta formacion del sistema nervioso periférico (Kim & Wadsworth, 2000).

Para ahondar mas en el posible papel de ndg durante el desarrollo embrionario, en este
trabajo se decidi6 aislar mutantes de ndg en Drosophila. Como hemos mencionado
anteriormente, durante la embriogénesis de Drosophila ndg se expresa en muchas
poblaciones de origen mesodermal, incluyendo precursores musculares, células cardiacas
y células del mesodermo visceral, asi como en algunas células nerviosas (Urbano et al.,
2011; Zhu et al., 2012). En este trabajo se ha demostrado que ndg también se expresa en
los macréfagos durante su migracion. Basado exclusivamente en este patron de expresion,
ndg podria requerirse tanto en poblaciones mesodermales como nerviosas, y si este fuera
el caso la funciéon de ndg en Drosophila estaria conservada con la encontrada en ambos
raton y (. elegans. Aunque en este trabajo no se ha conseguido aislar mutaciones que sélo
eliminen la funciéon de ndg, la generaciéon de una deficiencia, Ndgl5, en la regién que
contiene a ndg, nos ha permitido obtener alguna informacién sobre su posible funciéon en
las poblaciones celulares donde se expresa, asi como su papel en la embriogénesis en

general.

Embriones homocigéticos para la deficiencia Ndgl5 mueren en estadio larvario L2.
Lo que podria indicar un papel vital para ndg durante la embriogénesis de Drosophila. Sin
embargo, como se ha mostrado en este trabajo, la deficiencia Ndgl15 elimina nidogen y

otros dos genes, CG12909 y Obp46a. Atin no existen mutantes individuales para los genes
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CG12909 y Obp46a, por lo que no se sabe si su ausencia produce o no letalidad. Cabe
comentar aqui que estudios realizados con RNAI contra cada uno de estos tres genes
muestran que el tnico que expresado ubicuamente provoca letalidad es el RNA1 contra
Nidogen (Neely et al., 2010a; Neely et al., 2010b). Sin embargo, este resultado es preliminar
y no es en absoluto concluyente, ya que por ejemplo se desconoce la eficiencia de los
distintos RNAis. Anadir que estudios del patron de expresion de ndg han mostrado que se
produce a altos niveles en el “Carcass”, término que se refiere a los musculos, la cuticula
y los tejidos asociados a ambos durante el estadio larvario (Flybase). Esto podria ser
indicativo de un requerimiento para ndg en los estadios larvarios y asi explicar la letalidad
larvaria de la deficiencia Ndgl5. Sin embargo, saber si ndg se requiere en Drosophila para
la supervivencia del organismo, como es el caso en raton (Bader et al., 2005), o por el
contrario es dispensable para la misma, como es el caso de C. elegans (Kim & Wadsworth,

2000), aguarda la obtencién de mutantes exclusivos en el gen ndg.

Los estudios presentados en este trabajo muestran que macrofagos, células musculares
y células del mesodermo wvisceral caudal migran correctamente en embriones
homocigéticos para la Ndgl5, lo que demuestra que Nidogen no es imprescindible para
estos procesos migratorios. De la misma forma, se ha visto que la musculatura somatica
se forma correctamente en los embriones mutantes para la deficiencia, por lo cual, y en
contra de lo que se ha visto en el raton (Bader et al., 2005), ndg no se requiere para la
morfogénesis de este tipo muscular en Drosophila. Sin embargo, en este estudio se ha
mostrado que embriones homocigéticos para Ndgld presentan un fallo en la
condensacion de la cuerda nerviosa. Estos resultados sugieren que en Drosophila, como es
el caso en raton (Bader et al., 2005) y en C. elegans (Kim & Wadsworth, 2000), ndg se podria
requerir para la correcta morfogénesis del sistema nervioso. De nuevo, no podemos
descartar que los otros genes eliminados en la deficiencia CG12909 y Obp46a también se
requieran de manera individual o en combinacién para la condensacion de la cuerda
nerviosa. Por otra parte, merece la pena comentar aqui que aunque se ha encontrado una
expresion elevada del RNAm de ndg en el corazén embrionario de Drosophila (Flybase), en
un analisis preliminar de la migracién y correcta disposicion de los cardioblastos, células
precursoras del corazén, en embriones homocigoticos para la deficiencia Ndgl) se ha

observado que esta ocurre de manera correcta. Esto sugiere que en Drosophila ndg no se
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requiere para los estadios tempranos de la morfogénesis del corazon. En el futuro, seria
Interesante testar si ndg se requiere para el mantenimiento y buen funcionamiento del

corazon en estadios larvarios y/o en el adulto en Drosophila.

En resumen, los resultados obtenidos hasta ahora nos permiten concluir que a
diferencia de lo que ocurre en raton (Bader et al., 2005), en Drosophila ndg no se requiere
ni para la supervivencia del embrién ni para la correcta morfogénesis del corazon. El
hecho de que los requerimientos de una proteina de la matriz extracelular no estén
conservados no es novedoso. Asi, resultados obtenidos en el laboratorio en colaboraciéon
con el grupo del Profesor J. de Celis, demostraron que mientras que en Drosophila
embriones carentes de todas las lamininas mueren al final de la embriogénesis, en ratén
embriones que no producen lamininas B1 no se implantan bien y presentan fallos desde
estadios tan tempranos como la gastrulacion (Miner et al 2004). Asi mismo, se ha descrito
que en erizo de mar la inyeccién de anticuerpos que inhiben la funciéon de las lamininas
ol inhiben la gastrulacién (Benson et al., 1999). Curiosamente, la inhibicion de la funcién
de las lamininas en embriones C. elegans interrumpe su completo desarrollo en estadios
mas tardios (Kao et al., 2006). Por todo, es posible, que como en el caso de las lamininas,
mientras la funcién temprana de ndg no este conservada, si podria estarlo una posible
funcion tardia en la morfogénesis de algunos érganos, como por ejemplo el sistema

nervioso.

Como se ha mencionado anteriormente, uno de las funciones principales de Nidogen
es contribuir al ensamblaje correcto de membranas basales que rodean 6rganos y tejidos,
favoreciendo la interaccion entre las redes de lamininas y Colagenos e integrando otras
proteina de la matriz extracelular, como Perlecan (Aumailley et al., 1993; Hopf et al.,
1999). Asi, interacciones entre Nidogen y Colagenos tipo IV se han implicado en la
migracion de las gonadas en C. elegans (Kubota et al., 2008). Asi mismo, el bloqueo de las
interacciones entre Nidogen y lamininas desencaden¢ fallos en la formacién de epitelios,
pulmones y rifiones en ratéon (Tunggal et al., 2003; Willem et al., 2002). Por ello en el
futuro, una vez se obtengan mutantes solo para ndg, seria interesante, ademas de
confirmar los fenotipos hasta ahora descritos, realizar estudios de interacciéon entre

Nidogen y los otros componentes de la MEC.
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Alteraciones en la expresion de ndg se ha relacionado con algunas enfermedades y con
algunos tipos de cancer. Este es el caso de la enfermedad congénita Hirschsprung que st
no se trata produce muerte en los bebes que la padecen. Esta enfermedad se caracteriza
porque los pacientes carecen de ciertas terminaciones nerviosas en los intestinos. Ello
produce un bloqueo del transito intestinal, generando taponamientos que si no se operan
provocan la muerte del bebe. Analisis de expresion de Nidogen en las zonas del intestino
afectadas de estos enfermos ha mostrado una expresion y distribucién anormal de la
proteina en la membrana basal de los mismos, asi como en su musculatura (Kahn, 2010;
Parikh et al., 1995). Si bien atn no se sabe a ciencia cierta el grado de co-relacion entre
los niveles anormales de Nidogen en los pacientes y la enfermedad. Por otra parte, se ha
visto que los niveles de ndg se encuentran alterados en varios tipos de cancer, como cancer
gastrointestinal, ovarico y renal, entre otros (Katz et al., 1991; Kuk et al., 2010; Lee et al.,
2006; Lin Li et al., 2015; Ulazzi et al., 2007). Asi, los niveles de Ndg-1 se encontraron
significativamente elevados en el plasma de pacientes con cancer de ovario. De hecho los
niveles de Nidogen se utiliza hoy por hoy como biomarcador de este tipo de cancer.
embargo, se ha visto que algunos tumores gastrointestinales expresan niveles bajos de
Nidogen, sugiriendo que la ausencia de Nidogen podria favorecer la invasiéon debido a la
pérdida de interaccién de las células con la membrana basal y a una posible alteracion de
la misma (Ulazzi et al., 2007). Asi, el papel de Nidogen en migracion celular permanece

aun controversial.

Debido a las ventajas que aporta Drosophila como sistema modelo para estudiar la
funcion de un gen in vivo y sus mecanismos de accion, el aislamiento de mutantes para
ndg en Drosophila supondria un gran avance en el conocimiento de la funcién de este
componente de la matriz extracelular en diversos procesos celulares, lo que nos podria
ayudar a entender su papel tanto en la embriogénesis como en cancer y enfermedades

asociadas al mal funcionamiento del mismo.
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10.

11.

12.

13.
14.

15.

Las lamininas se requieren para la migracion de los macrofagos durante todas sus
etapas, salida de la cabeza hacia la cola del embrion, entrada en la cola del embrién,
migraciéon a lo largo de la cuerda nerviosa, migraciéon lateral sobre la cuerda
nerviosa y migracion aleatoria.

Los macrofagos y la cuerda nerviosa son los principales productores de las lamininas
necesarias para la migracion de los macrofagos.

Los macrofagos son necesarios para una correcta deposicion de la matriz
extracelular a lo largo de la cuerda nerviosa.

Los macréfagos necesitan producir su propia Laminina para migrar correctamente
durante la embriogénesis.

Las lamininas regulan la direccionalidad y estabilidad de las proyecciones de los
macréfagos durante su migracion.

La expresion de lamininas en la cuerda nerviosa se requiere para la migracion de
los macroéfagos a lo largo de la misma.

Las lamininas controlan la formacion del espacio intersticial entre la cuerda
nerviosa y el ectodermo.

La cuerda nerviosa necesita producir su propia Laminina para su correcta
condensacion.

Los macréfagos expresan la proteina Rab8 durante su migracion.

La expresion de formas dominantes negativas de Rab8 o Rab10 en los macroéfagos
provoca un fallo en su migracion.

Los GEFs Crag y CG7787 son necesarios en los macrofagos para su correcta
migracion.

Las lamininas e integrinas regulan la actividad de la via PVR en los macréfagos
durante su migracion.

Las lamininas se requieren para la migraciéon de los macréfagos hacia las heridas.
Lamininas e integrinas son necesarias para una correcta actividad fagocitica de los
macro6fagos.

Colageno IV se requiere para una migracion apropiada de macréfagos durante la

embriogénesis.
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16. Colageno IV y las lamininas cooperan durante la migracion de macréfagos.

17. La deficiencia Ndg15 es letal larvario en estadio L.2.

18.  Embriones homocigoticos para la deficiencia Ndgl5 presentan una migracion
normal de los macrofagos y de células del mesodermo caudal visceral y una
morfogénesis correcta de los musculos somaticos.

19. La cuerda nerviosa de embriones Ndgl5 homocigéticos mutantes no se condensa

propiamente.
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I. Genética de Drosophila melanogaster.

A. Cepas usadas.

En esta tesis doctoral se usaron las siguientes cepas de Drosophila melanogaster, de forma

individual, o mediante cruces, para obtener los diferentes genotipos analizados:

ws sp / CyO; TM2 / TM6, B.

w; sp / CTG; Dr / TTG.

w; sp / Cyo df YFP; Dr / TM3 df YFP.
UAS-dcer.

w; UAS-LanB2RNA..

w; ; UAS-LanB1RNA:.

w; LanB1P9 / CyO, actina::GFP, TM2 / 'TM6.
w; 5 Srp.h.G4-U-GFP.

w; Srp.G4-U-CherryMoesin.

Mys / FMZ FLac; ; TM2 / TMO.
Elav-Gal4.

w; ; LanB1GFP.

w; DI2L)BSC172/CyO0.

w; ; U-VkgRNAu.

w; ; UAS-PVR.

ws 5 St

w; ; srp®.
vy UAS-CG7787RNAw
yw CragA P{neoF’RT}19A/FM7¢, P{GAL4-Kr.C}DC1, P{UAS-GFP.S65T}DC5.
y w; P{UASp-TFP.Rab8. T22N}12.

wy ; TI{ TT}Rab8F ™,
y w; P{UASp-TFP.Rab10.T25N}25a.
w; TI{TI}Rab10F*T,

w; ; NdgGFP.

w; Mi{ETI1 }\NdgMB12298
y w; Mi{MIC}NdgMI115397

w; Df (2R) BSC281 / CyO.
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w; Sco / SmbaP(hsILM:iT)2,4.

w; s BimD3 / TM3,sb.

w; ; BLmNi / TM3, sb.

= 92 cho2 vl; sco / Cyo.

= 92cho2vl;; TM2 / TMG.

= 92 cho2 vl P{nos-Cas9, y+, v+}14 / FM7¢c, KrtGAL4 UAS-GFP.
= 9] P (actde-Cas9, w+) M(3xP3-RFP.attP){H-24 w*.

B. Sistema UAS/GAL4

La técnica UAS/GAL4 permite una expresion ectdpica, de una secuencia genética,
controlada de forma temporal y espacial en Drosophila melanogaster (Brand y Perrimon,
1993). El sistema consta de: un factor de transcripcion llamado GAL4 y una secuencia
UAS (del inglés “upstream activation sequence”). El proceso es sencillo, la secuencia UAS
es reconocida especificamente por el factor de transcripcion GAL4 el cual se une e inicia
una transcripcion de la zona aguas abajo del UAS. La aplicacion de este sistema consiste
en combinar por un lado una linea transgénica que exprese el factor de transcripcion
GAL4 de manera especifica en un tipo celular o en un tejido, junto a otra linea transgénica
que presente la secuencia UAS seguida de una secuencia codificante de interés (Fig. 65).
La actividad del factor GAL4 es dependiente de temperatura. En Drosophila melanogaster 1a
temperatura experimental estd comprendida entre los 18 °C y los 29 °C. Dentro de este

rango, la actividad de GAL4 es mayor cuanto mas alta sea la temperatura (Dufty, 2002).
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Fo
Promotor X GAL4 Secuencia X
F1 v
> @
5 /o 5 3
—
Promotor X GAL4 Secuencia X

Fig. 65. Esquema del sistema UAS/GAL4, a través del cual se puede expresar una secuencia génica
de interés (secuencia X) mediante el control indirecto de un promotor especifico (promotor X). El género

representado para los organismos parentales es aleatorio.

C.Generacion de moscas transgénicas.

Para poder visualizar los macréfagos in vivo se ha estado usando el sistema UAS/Gal4,
estando la secuencia del Gal4 vinculada al promotor del gen serpent, y las secuencia UAS
vinculada a la secuencia de una proteina verde fluorescente (GFP) y en otras ocasiones, a
la proteina roja fluorescente (RFP). Para poder modificar genéticamente el sustrato por
el que migran los macréfagos, la cuerda nerviosa, lo cual se realiz6 usando el sistema
UAS/Gal4, y al mismo tiempo poder visualizar los macréfagos in vivo, se decidié generar
moscas transgénicas que permitiera visualizar los macrofagos independientemente del
sistema UAS/Gal4. Para ello se disefiaron dos construcciones plasmidicas diferentes,
partiendo de los plasmidos pCasper eGFP::PH y pCasper eRFP::PH (Fig. 66) (Sanchez-
Higueras et al., 2014). A ambos se les anadié una region reguladora del gen serpent llamada
srp.he_T-Y (3kb), la cual se expresa en los macrofagos embrionarios durante todo su
desarrollo (Spahn et al., 2014). Estas construcciones ademas llevan insertada la secuencia
del gen miniwhite de Drosophila melanogaster, lo que provoca que el ojo de la mosca en un
fondo w- sea naranja o rojo, en funciéon del nimero de copias de plasmido insertadas en

el genoma de la misma. Este gen permite visualizar las moscas transgénicas en un fondo
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wr, facilitando la basqueda de candidatos transgénicos. Tras el proceso de transgénesis se
establecieron 5 lineas diferentes para el Srp-pCasper eGFP::PH y 5 para el Srp-pCasper
eRFP::PH, en las cuales se testo si se visualizaban bien los macréfagos mediante filmacion
in vivo de embriones. En todas ellas se pudieron ver los macrofagos durante su migracion

a lo largo del embrion.

(9900) Mfel
\ Ndel (753)

— Zral (1006)
IS AatlIl (1008)
—
| Pelem
LS .
'Na0 :\,Ag poly(A) signaj

Scal (1446)

FspI (1704)

Bsal (1861)
AhdI (1927)

(7931) RsrII

(7781) BmtI
(7777) Nhel —_
(7724) BamHI ——
(7718) EcoRI
pCaSpeR eGFP::PH
10,084 bp

(7139) AfITI — \

EcoNI (3318)

(6527) PIUTI —
(6525) Sfol /|
(6524) Narl |

(6523) KasI

PpuMI (3493)

NsiI (3703)

(5663) SnaBI
(5569) Smal
(5567) TspMI - Xmal
(5541) BstXI

(5229) Nrul BspDI - ClaI (4982)

Fig. 66. Representacion del plasmido pCasper eGFP::PH.

Los protocolos seguidos para realizar la transgénesis son los siguientes:

Digestion de DNA.

1. Se anaden en un tubo eppendorf los siguientes productos:

=  DNA genémico o DNA plasmidico a digerir 5 pL.
=  Enzima de restriccion | 0,5 pL.

=  Enzima de restriccion 2 0,5 pL.

= Buffer (segtin las enzimas usadas) 2 pL.

= BSA (en funcién de las enzimas que se usen) 0,2 pL.

=  Aguamgq hasta 20 pL.
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2. Poner la digestion entre 2 y 3 horas en un bafio a 37° C.
3. Correr la digestion en un gel de agarosa para aislar el producto de la digestion y

conservar a -20° C hasta su uso.

Ligacion

1. Anadir los siguientes productos a un tubo eppendorf:

=  DNA ainsertar en el plasmido, en este caso srp.he_T-Y 5 pL.
Aqui se hace un control de la ligacion, anadiendo en otro tubo agua mq

en lugar de DNA para comprobar la capacidad de religacion del plasmido.

= Plasmido pCasper eGFPP::H o pCasper eRFP::PH 1 pL.
=  Buffer de ligacion 1 pL.
* Enzima T4 ligasa 1 pL.
=  Aguamgq hasta 10 pL.

2. Dejar la ligacion a 10° C durante toda la noche.

Transformacion

1. Descongelar en hielo el volumen necesario de bacterias competentes E. Coli Dh5a
para una transformacion efectiva.

2. Mezclar 50 pL de las bacterias competentes con los 10 pL. de la ligacion en un
tubo eppendorf'y dejar durante 30 minutos en hielo.

3. Dar un golpe de calor a 42° C durante 45 segundos y volver a meter el tubo en
hielo durante 2 minutos.

4. Anadir 900 pL de LB liquido e incubar 1 hora a 37° C.

5. Sembrar 100 pL de bacterias en una placa Petri de LB sélido con ampicilina.

6. El resto centrifugar durante un 1 minuto, quitar el sobrenadante y resuspender el
pellet en 100 pL. de LB liquido, sembrar en una placa Petri de LB solido con ampicilina.
7. Incubar las placas Petri durante toda la noche (minimo 12 horas) a 37° C.

8. Conservar placa Petri a 4° C hasta su uso.

9. De las colonias crecidas, seleccionar 2-3 colonias aisladas y crecer en 5> mL de LB
liquido con penicilina para posteriormente realizar una miniprep, de forma, que se
obtenga una concentracién adecuada de ese plasmido y se pueda comprobar por

digestion y PCR que contienen el fragmento a clonar.
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Los plasmidos positivos se usaron en una posterior midiprep para obtener una

concentracion adecuada para su inyeccion en embriones de Drosophila melanogaster.

Kits comerciales usados.

»=  Kit midiprep: QIAGEN plasmid plus midi kit.

= Kit extraccion de DNA de geles de agarosa: BIOLINE isolate IT PCR.
= Kit miniprep: INTRON DNA-spin plasmid DNA purification.

II. Fijacion de embriones.

Protocolo de fijacion extraido de Ashburner, 1989.
Materiales necesarios para la fijacion de embriones:
= Placa de puesta rellena con agar y zumo de manzana (ver receta).
= (estilla de recoleccion.

= Lejia.

= Agua destilada.

=  Metanol.

= Vial de cristal.

= Solucién de fijacion: para cada vial anadir:

- 5 mL de heptano.

- 1.35 mL de formaldehido 37%.

- 0.5 mL de PBS 10x (ver receta).

- 3.15 mL Agua mq.

Pasos a seguir para la fijacion de embriones:

1. Incubar durante 7-12 horas moscas del genotipo deseado en cajas de puestas sobre
placas Petri rellenas con agar y zumo de manzana (ver recetas). La temperatura de
incubacion dependera del tipo de experimento que se esté realizando, siempre sera
dentro del rango de 18 °C y 29 °C.

2. Recolectar los embriones de las placas de puesta, usando agua destilada y un
pincel, filtrar los embriones a través de una cestilla de recoleccion.

3. Preparar el medio fresco de fijacion en los viales (ver recetas).
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4. Decorionar los embriones sumergiendo las cestillas en lejia 50% durante 5
minutos.

5. Lavar los embriones en las cestillas con abundante agua destilada.

6. Con un pincel recoger los embriones y anadirlos al vial que contiene el medio
fresco de fijacion. Este medio contiene dos fases, la inferior, acuosa, formada entre
otros por el formaldehido y la superior formada por el heptano.

7. Agitar a 125 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente. Los embriones
quedaran en la interfase.

8. Descartar la fase acuosa del fondo (formaldehido).

9. Anadir 5 mL de metanol 100% y agitar fuerte durante 1 minuto. Este proceso
perfora la capa vitelina de los embriones permitiendo la entrada posterior de los
anticuerpos durante la inmunohistoquimica. En este paso se observan dos fases la
superior formada por el heptano, y la inferior formada por el metanol, en esta ultima
se encuentran los embriones fijados.

10. Recoger embriones precipitados y transferir a un eppendorf de 1.5 mL.

11. Anadir 2 mL de metanol 100% al vial y mezclar fuerte durante 1 minuto.

12. Recoger todos los embriones precipitados y transferir al mismo eppendorf.

13. Lavar 3-4 veces los embriones con metanol 100% para eliminar los restos de la
membrana vitelina.

14. Almacenar en metanol a -20°C hasta su uso.

III. Hibridacion in situ.

Mediante esta técnica se puede obtener informacién sobre que células son las que
transcriben un gen determinado. Para poder realizar esta técnica se necesita primero
disenar una sonda RNAm frente a la secuencia del gen de interés, en este caso el gen
LanB1. Para ello, lo primero es saber qué region del DNA vamos a usar de modelo,
normalmente un exé6n o el final de un exén y principio del siguiente. Tras seleccionar la
zona a sondear, se debe disefiar una pareja de oligonucledtidos, sentido y antisentido,
para mediante PCR obtener un fragmento del cDNA el cual se utilizara como sustrato
para generar la sonda de RNAm. Este fragmento se purifica por columna y se resuspende

en TE 1/10 en H20O DEPC. Una vez purificado se procedié a su transcripcion para
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generar la sonda de RNAm, la cual se utiliz6 para la hibridacion in situ siguiendo el

protocolo de Lécuyer et al., 2007; Wilk et al., 2010.

Materiales necesarios para este protocolo:

H20O DEPC (ver receta).

PBT tween 0,2% (ver receta).

PBT tween 0,1% (ver receta).

Kit “SP6/T7 Transcription” de Roche.

Kit ““DIG RNA labeling Mix” de Roche.

Kit “TSA Signal Amplification” de Perkin Elmer

Pasos a seguir para la hibridacién in situ:

Generar Sonda.

Seguir protocolo del kit “SP6/T7 Transcription” de Roche.

1.

2
3
4.
§)
6

En un eppendorf estéril aniadir:

2 pg de DNA, volumen de 5 pL. maximo.

1 pLL de 10x N'TP labeling mixture.

1 pLL de 10x transcripcion buffer.

1 pL de 100mM DTT.

1 pL. de RNA polimerasa T7, T3 o SP6.

1 pLL de Protector RNase hinbitor.

Volumen final 10 pL.

Mezclar y dar un spin para que todo quede abajo.
Incubar durante 2 horas a 37° C.

Anadir 2 pL. DNasa I, RNase-free para eliminar el DNA.
Incubar durante 15 minutos a 37° C.

Comprobar que la reacciéon de transcripcion ha funcionado satisfactoriamente

corriendo en un gel de agarosa | pL. de reaccion.

7.

Una vez verificada la obtencién de la sonda se para la reacciéon anadiendo 2 pL

de 0,2 M EDTA.
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Los cebadores disenados para la sonda son:
Sentido: GAGGATCCAGATGACGAAGC.
Antisentido:

CTAATACGACTCACTATAGGGCATAGGTCTCCGGCATACAC.

Precipitar Sonda.

Seguir protocolo del kit “DIG RNA labeling Mix” de Roche.

1. Anadir 2.5 pL de 4M LiCly 75 pL de ethanol 100% (FRIO). Mezclar bien.

2. Dejar a -20° C al menos 2 horas, preferiblemente toda la noche.

3. Centrifugar a 13000g durante 15 minutos a 4° C.

4. Tirar el sobrenadante y lavar el pellet con 50 pL de ethanol 70% (H20 DEPC)
frio.

5. Centrifugar a 13000g durante 5 minutos a 4° C.

6. Tirar el sobrenadante y secar el pellet.

7. Resuspender el pellet en 75 pL. de soluciéon de hibridacion y conservar a -20° G

hasta su uso.

Hibridacion.
1. Preparar solucion: PBS 0,1% Tween y 4%/formaldehido.

2. Fijar embriones segun el protocolo mencionado anteriormente.

&

Refijar los embriones:

Retirar Metanol.

Anadir | mL de 3:1 metanol:PBSTO0,1% -4%formaldehido. Dejar durante 5
minutos en rotor orbital a temperatura ambiente. Retirar solucion.

e Anadir | mL de 1:3 metanol:PBSTO0,1% -4%formaldehido. Dejar durante 5
minutos en rotor orbital a temperatura ambiente. Retirar solucion.

e Anadir | mL de PBSTO,1% -4%tormaldehido. Dejar durante 10 minutos en rotor
orbital a temperatura ambiente. Retirar solucion.

4. Lavar con 1 mL de PBSTO0,1%. Dejar durante 5 minutos en rotor orbital a
temperatura ambiente. Repetir 3 veces.

5. Lavar con 1:1 PBSTO,1% : Solucion de hibridacion. Dejar durante 5 minutos en

rotor orbital a temperatura ambiente. Retirar solucion.
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6. Lavar con 1 mL de Soluciéon de hibridacién. Dejar durante 5 minutos en rotor
orbital a temperatura ambiente. Retirar solucion.

7. Prehibridar con 0,5 mL de solucion de hibridacion. Dejar durante 1 hora a 55° C.
Retirar solucion.

8. Anadir 125 pL de solucién de hibridacion.

9. Anadir sonda en concentracién que se requiera para su uso.

10. Incubar durante toda la noche a 55° C.

11. Lavar los embriones con 1 mL de solucién de hibridacién a 55° C, durante 20
minutos, mezclar ocasionalmente. Repetir 4 veces.

12. Lavar con 1:1 PBSTO,1% : Solucion de hibridacion. Dejar durante 5 minutos en
rotor orbital a temperatura ambiente. Retirar solucion.

13. Lavar con 1 mL de PBST 0,2% durante 15 minutos en rotor orbital a temperatura
ambiente. Repetir 4 veces. Retirar solucion.

14. Anadir 0,5 mL de 1:2000 anti-DIG preabsorbido en PBST 0,2%. Incubar durante
1 hora en rotor orbital a temperatura ambiente. Retirar solucion.

15. Lavar embriones con 1 mL de PBST 0,2% durante 15 minutos en rotor orbital a
temperatura ambiente. Repetir 4 veces. Retirar solucion.

16. Lavar embriones con 1 mL de AP buffer durante 5 minutos en rotor orbital a
temperatura ambiente. Repetir 4 veces.

17. Anadir 0,5 mL de NBT/BCIP en cada tubo.

18. Mover hasta que los embriones empiecen a cambiar de color.

19. Parar revelado con PBST 0,2%.

IV. Inmunohistoquimica

A. Tinciéon de embriones

Materiales necesarios para este protocolo:
= BBT (ver receta).

= PBT triton 0,3% (ver receta).

=  Anticuerpos primarios.

=  Anticuerpos secundarios.
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Pasos a seguir para la tincion de embriones:

1. Rehidratar embriones fijados con anterioridad segin protocolo aqui expuesto.
Retirar el maximo metanol posible del eppendorf donde se encuentran los embriones
y afadir 1 mL de BBT. Incubar durante 1 hora en un rotor orbital a temperatura
ambiente.

2. Incubar toda la noche a 4° C con los anticuerpos primarios diluidos en BBT (ver
tabla de anticuerpos).

3. Lavar durante una | hora con 1 mL de BBT en un rotor orbital a temperatura
ambiente.

4. Incubar con anticuerpos secundarios diluidos en 600 pl. de BBT durante 2 horas
en un rotor orbital a temperatura ambiente. De aqui en adelante la tincién debe estar
protegida de la luz para preservar la fluorescencia.

5. Lavar durante 1 hora con 1 mL de PBT triton 0,3% en un rotor orbital a
temperatura ambiente.

6. Retirar el maximo posible de PBT triton 0,3%.

7. Anadir medio de montaje (vectashield), conservar a 4° C grados hasta su uso.

8. Montar preparacién en un portaobjetos.

B.Técnica TUNEL

Esta técnica se ha utilizado para marcar los cuerpos apoptoticos presentes en

embriones.

Materiales necesarios para este protocolo:
=  PTX (ver receta).

= (CTX (ver receta).

= Kit TUNEL assay de Roche.

Pasos a seguir para para la tinciéon TUNEL.

1. A partir de embriones fijados, retirar y enrasar tres veces con PTX.

2. Incubar durante 15 minutos con PIX en un rotor orbital a temperatura ambiente.
3. Retirar PI'X y enrasar con CTX una vez.

4. Anadir C'TX e incubar 30 minutos a 65° C.
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Enrasar con PTX.

Retirar PTX y enrasar dos veces con “Tunel dilution buffer”.

N o o

Retirar, enrasar con “T'unel labeling” y dejar a 37 grados durante 5 minutos.

8. Retirar el “tunel labeling” e incubar con el mix de “Tunel enzyme:tunel labeling”
a una concentracion 1:10 durante toda la noche a 37° C.

9. Enrasar varias veces con PTX, si se desea tenir con otros anticuerpos realizar una
tincion normal de embriones teniendo en cuenta que la sefial de Tunel es con GFP, si
no se desea tefiir nada mas, afadir medio de montaje. Vectashield y reservar a 4° C

hasta su visualizacién.

C.Tincion de embriones con pERK o srp.

Ciertos anticuerpos necesitan un protocolo especial de tincion, ya que necesitan una
amplificacion mayor de la senal, un ejemplo son las tinciones con anticuerpos anti pERK
o anti srp. Para estas tinciones, se siguid el protocolo descrito en Helman and Paroush,

2010 y se uso el kit “T'SA Signal Amplification” de Perkin Elmer.

Materiales necesarios para este protocolo:
= TNT (ver receta).

= 'I'NB (ver receta).

*  Anticuerpos primarios.

=  Anticuerpos secundarios.

= “T'SA Signal Amplification” de Perkin Elmer.

Pasos a seguir para la tincion especial de embriones:

1. Rehidratar los embriones prefijados. Retirar el maximo metanol posible del
eppendorf donde se encuentran los embriones y lavar en diferentes pasos con 1 mL de
metanol 70%, 50% y 30% en PBT 0.1% (tween-20), respectivamente. Agitar durante
2 minutos entre lavados.

2. Lavar los embriones con 300 pL de 3% H2O2 en buffer de amplificacion
procedente del Kit “T'SA Signal Amplification” de Perkin Elmer. Incubar en agitacion
durante 10 minutos. En este paso, los embriones deben estar protegidos de la luz para

evitar que el H202 se deteriore.
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Lavar los embriones en 1 mL de TNT durante 5 minutos en agitacion.

Incubar los embriones con 1 mL de TNB durante 30 minutos.

3

4

5. Anadir 300 pL. de TNB con los anticuerpos primarios que se deseen.

6. Lavar los embriones con 1 mL de TNT durante 20 minutos en agitaciéon. Repetir
3 veces.

7. Incubar embriones en 300 pL. de TNB con secundarios asociados a biotina (en el
caso de raton anti dJpERK y conejo anti srp) durante 1 hora en agitacion. Anadir otros
anticuerpos secundarios (asociados a fluordforos) frente a los otros anticuerpos
primarios.

8. Lavar los embriones con 1 mL de TNT durante 20 minutos en agitacion.

9. Incubar los embriones con 300 pL de streptavidin-HRP diluido 1:100 en TNB
durante 20 minutos en agitacion.

10. Lavar los embriones con 1 mL de TNT durante 20 minutos en agitacion. Repetir
3 veces.

11. Incubar con 150 pL del buffer de amplificacion del kit “TSA Signal
Amplification” de Perkin Elmer con tiramida asociada al fluoréforo deseado (cy2, cy3
o cy)) a una concentracion 1:50. Dejar durante 10 minutos.

12. Lavar con 1 mL de TNT durante 20 minutos en agitacion. repetir 3 veces.

13. Retirar el TNT y afiadir medio de montaje (vectashield).

V. Anticuerpos y microscopia

A. Anticuerpos.

Anticuerpos 1°s Concentracion Procedencia

Rata anti-RFP 1:200 Chromotek.

Conejo anti-LanB1 1:1000 Hybridoma Bank.

Conejo anti-Perlecan 1:600 Dr. A. Gonzélez Reyes (sin publicar).
Pollo anti-fGal 1:500 Abcam.

Conejo anti-GFP 1:10000 Life Technologies.

Pollo anti-GIFP 1:500 Abcam.

Raton anti pERK 1:200 Abcam.

Conejo anti-srp 1:5000 Reuter, 1994.
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Rata anti-Tropomiosina  1:400

Conejo anti-Ndg 1:100
Raton anti-pericardin 1:2
Raton anti-FASII 1:7

Materiales y Métodos

Babrahan Bioscience Technologies.
Stefan Baumgartner.
Michael Semeriva.

Hybridoma Bank.

Anticuerpos 2°s (fluoréforo conjugado) Concentracion Procedencia

Cabra anti-IgG de conejo (Alexa 488)  1:200

Cabra anti-IgG de rata (Cy3) 1:200
Cabra anti-IgG de rata (Cy)) 1:200
Cabra anti-IgG de cobaya (555) 1:200
Cabra anti-IgG de raton (488) 1:200
Cabra anti-IgG de conejo (Cy)) 1:200
Cabra anti-IgG de rata (Texas Red) 1:200
Cabra anti-IgG de pollo (488) 1:200
Cabra anti-IgG de pollo (568) 1:200

B. Microscopia.

Life Technologies.
Jackson.
Jackson.
Life Technologies.
Life Technologies.
Jackson.
Life Technologies.
Life Technologies.
Life Technologies.

Todas las imagenes confocales se obtuvieron en los microscopios Leica SP2-AOBS,

Spining Disc y Leica SP5 MP-AOBS, empleandose los objetivos 10x, 20x, 40x y 63x. Las

imagenes adquiridas se procesaron y analizaron con los softwares: Image] (NIH,

Bethesda), Imaris (bitplane) y Adobe Photoshop.

VI. Mapeo molecular de mutantes de Nidogen

Para mapear molecularmente los mutantes de Nidogen generados mediante los saltos

de elemento Py las deficiencias generadas con el sistema CRISPR, se amplific6 mediante

PCR la region de DNA genémico de la zona a delecionar o mutar de los distintos

mutantes y de controles. Para disenar los cebadores se us6 una herramienta online,

Primer3 (Untergasser et al., 2012), que facilita un disefio 6ptimo de cebadores .

Se utilizo la termocicladora MyCycler (Biorad).
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La siguiente tabla muestra los cebadores usados para mapear genéticamente los

mutantes generados a través de los saltos de elemento P y los originados por el sistema

CRISPR:

Nombre Sequence Tamaifio Estimado
GTGTGGACTCGGTGTGACTG
ACTTCGAACAGCCAGACTCC
CCTTCGGCAGTAAGTTGCTC
GTGCTGTTGGACAGACAACG
CGATCAAGCGGCGCAATATC
CCAACATGCCACAATGGGTG
GTCTGAGTGGTTTCGGCAC
TTTGCTTAAAGTGGGTGTTGC
CCATTGTGGCATGTTGGATA
TGTTTCGAAGGCGATACTCA
AAACTGAAAAAGCGGGGAAT
TTAATCAGTGCACCGCAGAG
GATGAAGGAGGCAAAGCAAG
TTTTCATCTGCAGTGCGTTC
GAGGAGCAGATACCCCAACA
CAGTGCCGTCATATTTGGTG
GGATTCAGAGGCGATGGATA
GACCAGTTCCGTCCAGGTTA
TTTCTGCCAGTTTTCGCTTT
CGTGTTGTTGGATTGTGGAG
GTGCTGTGCCTCAGATGAAA
GGGAACCCAATGTGCTTAGA
TTACCTTCACGCACGATCAG
GGCTGCGGCATTAGAGATAC

3995

Ndgl

3994

Ndg?2

Ndg3 3429

Ndg4 606

Ndg5 612

Ndg6 1905

Ndg7 1575

Ndg8 93792

Ndg9 2041

842

Ndgl0

839

Ndgl1

969

Nt N = Nt [Nt [Nk [N |1k [N [k [NO |1t [NO [k [NO |1 [NO |1k [ ND | 1t

Ndgl2

Cebadores usados como control positivo de la reaccion de PCR fueron:
Pelo F (sentido): GGTCTCCCACATTACAAAGTCCG.
Pelo R (antisentido): CATCATCATCGTCGCTGTCCTC.

Pasos a seguir para realizar la reaccion de PCR:

1. A cada tubo de reaccion se le afiade:

e GoTaq Flexi DNA pol (5U/pL) (Promega) 0,30 pLL
e Buffer Green GoTaq Flexi (5x) (Promega) 4,00 pLL
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e MgCI2 (25mM) (Sigma) 2,00 pL.
e dNTP mix (10mM cada uno) (Bioline) 0,50 pLL
e (ebador sentido (10 pM) 0,50 pL
e (ebador antisentido (10 pM) 0,50 pL
e DNA 2,00 pL.
e Aguamq 10,2 pL.

2. Programa usado en el termociclador:
95° C 5 minutos
95° C 30 segundos
60° C 30 segundos 35x
72° C xx segundos
72° C 10 minutos
El valor xx depende de la pareja de cebadores, segun la longitud que se amplifique ese

valor cambia, la polimerasa amplifica 1 kb por cada 45 s.

Las muestras obtenidas se sometieron posteriormente a electroforesis en gel de agarosa
(Sigma) 1 % en TBE (ver receta en la seccion de recetas) 0,5X, y las bandas se visualizaron
con RedSafe (iNtRON). Se purifican mediante columna y se enviaron a secuenciar a la

empresa Biomedal.

VII. Técnicas de filmacion de imagenes in vivo.

En este apartado se detalla el protocolo para filmar embriones in vivo, para realizar
heridas en el ectodermo del embriéon y para realizar el experimento de trasplante de

macrofagos.

A. Filmacion de imagenes in vivo.

Para esta técnica se necesitan los siguientes materiales:
e Placa de puesta.

e (estilla de recoleccion.

e Lejia.
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Agua destilada.

Cinta adhesiva doble cara.
Portaobjetos.
Cubreobjetos.

Aguja de disecar.

Aceite Voltalef 10s.

Para este experimento se siguieron los siguientes pasos:

1.

10.

Incubar las moscas del genotipo deseado para recoger embriones en cajas de
puestas sobre placas Petri rellenas con agar y zumo de manzana.

Recolectar embriones de las placas de puesta usando agua y un pincel y colocarlos
en las cestillas de recoleccion.

Decorionar los embriones sumergiendo las cestillas en lejia durante 1:15 minutos.
Lavar los embriones en las cestillas con abundante agua. Dejar la cestilla
sumergida en agua mientras se prepara el resto de materiales.

Colocar un trozo de cinta adhesiva de doble cara sobre un portaobjetos (Fig. 67
A). Depositar dos cubreobjetos en los extremos de la cinta de doble cara, para que
acttien como puente (Fig. 67 B).

Sacar la cestilla con los embriones del agua y secar con cuidado sobre un papel
secante. No dejar los embriones en la cestilla sin agua por mas de 2 minutos, ya
que se secarian.

Colocar la cestilla bajo la lupa y, con la ayuda de una aguja de disecar, seleccionar
embriones donadores y hospedadores tempranos. Colocarlos sobre la cinta
adhesiva de doble cara en fila y orientar de forma deseada, segiin el momento del
desarrollo que queramos filmar(Fig. 67 C).

Colocar sobre los embriones una gota de aceite voltalef (Fig. 67 D).

Colocar un cubreobjetos rectangular sobre los cubreobjetos pequenios y sellar las
esquinas con laca de ufas (Fig. 67 E). Asi se crea una pequefia camara con aceite
y se evita que los embriones se rompan.

Filmar los embriones con un microscopio confocal Leica SP5> MP-AOBS durante

el tiempo necesario. Las imagenes se captan cada 1 o 2 minutos.
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Fig. 67. Representacion de los pasos de preparacion de los embriones para su filmacién in vivo.

B.Realizacion de heridas en el ectodermo del embrion.

La realizacion de heridas en la epidermis del embrion se realiz6 segin viene descrito

en el articulo Wood et al 2002.

Para esta técnica se necesitan los siguientes materiales:

Placa de puesta.

Cestilla de recoleccion.
Lejia.

Agua destilada.

Cinta adhesiva doble cara.
Bolas de silice.
Portaobjetos.
Cubreobjetos.

Aguja de disecar.

Aceite Voltalef 10s.

Para este experimento se siguieron los siguientes pasos:

1.

Incubar las moscas del genotipo deseado, en cajas de puestas sobre placas Petri
rellenas con agar y zumo de manzana.

Recolectar embriones de las placas de puesta usando agua y un pincel y colocarlos
en las cestillas de recoleccion.

Decorionar los embriones sumergiendo las cestillas en lejia durante 1:15 minutos.
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10.
11.

12.

Lavar los embriones en las cestillas con abundante agua. Dejar la cestilla
sumergida en agua mientras se prepara el resto de materiales.

Colocar un trozo de cinta adhesiva de doble cara sobre un portaobjetos (Fig. 10
A). Depositar dos cubreobjetos en los extremos de la cinta de doble cara, para que
acttien como puente (Fig. 10 B).

Preparar un recipiente con bolas silice deshidratadas previamente a 60° C durante
toda la noche.

Sacar la cestilla con los embriones del agua y secar con cuidado sobre un papel
secante. No dejar los embriones en la cestilla sin agua por mas de 2 minutos, ya
que se secarian.

Colocar la cestilla bajo la lupa y, con la ayuda de una aguja de disecar, seleccionar
embriones del estadio 15. Colocarlos sobre la cinta adhesiva de doble cara y
orientar la zona dorsal hacia la cinta adhesiva.

Dejar el portaobjeto con los embriones sobre las bolas de silice durante 1:15
minutos (Fig. 10 D) para deshidratarlos levemente.

Colocar sobre los embriones una gota de aceite voltalef (Fig. 10 E).

Colocar un cubreobjetos rectangular sobre los cubreobjetos pequenios y sellar las
esquinas con laca de unas (Fig. 10 F). Asi se crea una pequefia camara con aceite
y se evita que los embriones se rompan.

Filmar los embriones con un microscopio confocal Spinning Disck, antes de la
realizacion de la herida y después de la misma. La herida se realiza con un laser

405 al 100% de potencia y en un area de 40 micras.
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Fig. 68. Esquema de los pasos a seguir para la realizacion de heridas en el embrion.
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C.Trasplante de macréfagos.

Para esta técnica se necesitan los siguientes materiales:

Placa de puesta.

Cestilla de recoleccion.
Lejia.

Agua destilada.

Cinta adhesiva doble cara.
Bolas de silice.
Portaobjetos.
Cubreobjetos.

Aguja de disecar.

Aceite Voltalef 10s.

Aguja de borosilicato cortada a los 9 mm.

Micromanipulador de narishige.

Para este experimento se siguieron los siguientes pasos:

1.

Incubar las moscas del genotipo deseado, “w;;srpGal4:UAS-RIFP”,
“w;DfLam;srpGal4:UAS-GFP” vy “w;isrpGal4:UAS-GFP”  para  recoger
embriones hospedadores y donadores respectivamente, en cajas de puestas sobre
placas Petri rellenas con agar y zumo de manzana.

Recolectar embriones de las placas de puesta usando agua y un pincel y colocarlos
en las cestillas de recoleccion.

Decorionar los embriones sumergiendo las cestillas en lejia durante 1:15 minutos.
Lavar los embriones en las cestillas con abundante agua. Dejar la cestilla
sumergida en agua mientras se prepara el resto de materiales.

Colocar un trozo de cinta adhesiva de doble cara sobre un portaobjetos (Fig. 69
A). Depositar dos cubreobjetos en los extremos de la cinta de doble cara, para que
acttien como puente (Fig. 69 B).

Preparar un recipiente con bolas silice deshidratadas previamente a 60° C durante

toda la noche.
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10.

11.

12.

13.

14.

Sacar la cestilla con los embriones del agua y secar con cuidado sobre un papel
secante. No dejar los embriones en la cestilla sin agua por mas de 2 minutos, ya
que se secarian.

Colocar la cestilla bajo la lupa y, con la ayuda de una aguja de disecar, seleccionar
embriones donadores y hospedadores tempranos. Colocarlos sobre la cinta
adhesiva de doble cara en dos filas paralelas, de manera que los embriones
donadores (Fig. 69 C-verdes) y hospedadores (Fig. 69 C-rojos) se enfrenten a los
hospedadores (Fig. 69 C).

Dejar el portaobjeto con los embriones sobre las bolas de silice durante 1:15
minutos (Fig. 69 D) para deshidratarlos levemente.

Colocar sobre los embriones una gota de aceite voltalef (Fig. 69 E).

Con una aguja de inyeccion de borosilicato conectada al micromanipulador de
narishige ir succionando material en la zona de la cabeza de los embriones
donadores e inyectar las células succionadas en la zona de la cabeza de un embrion
receptor. Repetir el proceso, tantas veces como embriones tengamos en la
preparacion(Fig. 69 F).

Introducir el porta en una placa Petri con papel humedecido, para preservar un
cierto grado de humedad, y dejar a 25 grados durante 3 horas para que la herida
se cierre y el embrién se desarrolle con normalidad (Fig. 69 G).

Colocar un cubreobjetos rectangular sobre los cubreobjetos pequenios y sellar las
esquinas con laca de unas (Fig. 69 H). Asi se crea una pequena camara con aceite
y se evita que los embriones se rompan.

Filmar los embriones con un microscopio confocal Leica SP5> MP-AOBS durante

una hora. Las imagenes se captan cada 1 minuto.
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Fig. 69. Esquema de los pasos a seguir para la realizacion del trasplante de macrofagos.
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VIII. Analisis estadistico

En este trabajo se han comparado estadisticamente las diferencias entre diferentes
genotipos en algunas variables de interés. Para ello, se realiz6 el test de T de Student. Las
cuantificaciones se han representado de la siguiente manera: las barras representan la
media y las barras de error, el error de la desviacion estandar.

El ntimero de macroéfagos cuantificados individualmente siempre han procedido de un

numero de embriones igual o superior a 5.

IX. Recetas

Placas de LB:

1. Derretir 200 mL de LB soélido.

2. Anadir el antibidtico deseado a la concentracién necesaria, en funcién de la
resistencia que presente el plasmido usado, en nuestro caso para los plasmidos pCasper
se usa penicilina a una concentracion final de 100 pL/mL.

3. Repartir en las placas de Petri estériles y dejar enfriar antes de tapar y conservar

a 4° C hasta su uso.

Placas de manzana (1 L):

1. Mezclar 15 g de Glucosa (Sigma), 25 g de agar (Sigma) y 750 mL de agua mq.

2. Disolver la mezcla en el microondas y anadir 250 mL de zumo de manzana.

3. Cuando la temperatura descienda a 65 °C anadir 5 mL de penicilina-
estreptomicina.

Penicilina-Estreptomicina (100mL):

Penicilina G (Life Technologies) 0,6 g.
Estreptomicina (Life Technologies) lg.

NaCl (Sigma) 0,9 g.
Agua mq hasta completar 100 mL.

4. Anadir 5 mL de Nipagin (sigma) 10% en etanol.

5. Plaquear, y una vez solidificada la mezcla, almacenar a 4 °C hasta su uso.
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PBS 10 x:

Disolver 10 tabletas PBS Gibco en 500 mL de agua mq.

BBT
PBS 10X

Triton X-100 al 10%

BSA 0,5%
Agua mq

PBT triton 0,3% o PTX (500 mL):

PBS 10x

Triton (Sigma)

Agua mq

PBT tween 0,2% o PBST 0,2% (500 mL):

PBS 10x

Tween (Sigma)

Agua mq

PBT tween 0,1% o PBST 0,1% (500 mL):

PBS 10x

Tween (Sigma)

Agua mq

50mL.

15 mL.

2,5 gr.
hasta los 500 mL.

50 mL.
0,3 mL.
449 ml..

50 mL.
0,2 mL.
449 ml..

50 mL.
0,1 mL.
449 mlL.

Metanol 70%, 50% y 30 % en PBS al 0.1% de tween-20.

Agua mq (mL) [PBS 10x (mL) [ Metanol (mL) | Tween-20 al 0.1% (mL)|Total (mL)
Metanol 70 10 5 35 0.05 50
Metanol 50 20 5 25 0.05 50
Metanol 30 30 5 15 0.05 50
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TNT

Tris HCL pH=7.5 1M 50 mL.

NaCl 15 mL.
Tween-20 0.25 mL.
Agua mq hasta completar 500 mL.
TNB

Tris HCL pH=7.5 1M 50 mL.
NaCl 15 mL.
Bloqueante del kit “T'SA Signal Amplification” de Perkin Elmer 2.5g.
Agua mq hasta completar 500 mL.

TBE 5x (500 mL):

Tris base (Sigma) 27 g.
Acido bérico (Sigma) 13,75 g.
EDTA (Sigma) 0,5 M pH 8 10 mL.
Agua mq hasta completar 500 mL.

Preparacion de geles de agarosa al 0,8%

1. Anfadir 0,2 gramos de agar a un matraz.

2. Anadir 25 mL de TBE 0,5x al matraz.

3. Calentar el matraz hasta que se disuelva el agar por completo.

4.  Anadir 1,25 pl del marcador de DNA (RedSafe).

5. Agitar con suavidad y verter sobre el molde. Colocar el peine con el tamafio de

pocillo deseado y dejar enfriar.

CTX (50 mL):

Citrato sodico 1M 5 mL.
Triton (Sigma) 0,03 mL.
Agua mq 45 mL.
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Posiblemente la migracién celular sea la funciéd mas conocida que se le asigna a la matriz
extracelular (MEC) durante la embriogénesis. ﬁﬂqfembargo, poco se sabe de c6mo la MEC
regula la migracion celular in vivo, ya que su estudio en el ambiente tridimensional de un
organismo en desarrollo es complicado. Por ello, la mayoria del conocimiento que se tiene
sobre el papel de la MEC en embriogénesis deriva de experimentos realizados con células u
6rganos en cultivo. Esta funcién de la MEC en migracién celular durante la embriogénesis ha
sido clasicamente atribuida a la MEC expuesta en el sustrato, matriz exégena. Sin embargo,

experimentos realizados rec1en&g.aypente en ailulas en cultivo, han revelado que las células al

migrar también pueden usar una MEQ
embargo, se desconoce si esta capacidad }le 1 células qg usar su propia matriz para migrar
se utiliza durante la embriogénesis. Por ell_o.z en es,ta'tesm‘-ﬂoctoral se han usado los macroéfagos
de Drosophila melanogaster como sistema mgﬂelo pa‘!‘&‘el estudio in vivo del papel de la MEC

dogena, secretada de manera autocrina. Sin

en migracion celular durante la embrlogen% En concreto, esta tesis se ha centrado en los
siguientes aspectos. Por una parte, se ha qﬁudlado el papel de las lamininas, principales
componentes de la MEC, en la migracion de’-los macroéfagos in vivo. Por otra, se ha analizado
la contribucién de las lamininas endogenq;s y exégenas en este proceso de migracion. Y
finalmente, se han examinado los mecanismos moleculares y celulares por los cuales las
lamininas regulan la migracién de los macro‘fagos. Los resultados obtenidos demuestran que
los macro6fagos usan lamininas endégenas y e:&genas para su migracién a través del embrion.
Si bien, se propone que estas‘dos fuentes de lamlnlnas ejercen funciones distintas. Asi,
mientras que la laminina endégena promoveria, ":inlgracwn, la exégena tendria un papel mas
estructural, implicado en la correcta formacmn. By espacio intersticial por el cual migran los
macroéfagos. También muestra que las lam1n1na$ egulan la direccionalidad y la estabilidad de
las proyecciones de macrofagos al migrar. Aden{'as se implica a las Rho GTPasas Rabs en la
secrecion de las lamininas. Asi mismo, se plantq.{l que uno de los mecanismos moleculares por
el cual las lamininas regularian la migracién de los macréfagos es mediante la modulacion de
la actividad de sus receptores las integrinas y el receptor de los factores guias, el PVR. Por
ultimo, se ha analizado el posible papel de otros componentes de la MEC, como Nidogen y
Colageno 1V, en la migracién de los macréfagos. Los resultados demuestran que si bien
Colageno IV se requiere, aunque en menor mediad que las IM1mnas, Nidogen es prescindible.
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