Discussio

DISCUSSIO

La discussié d’aquesta Tesi s’ha dividit en cinc apartats cadascun dels quals proposa una
funcio del gen selD, deduida a partir dels experiments d’aquest treball 1 els resultats
obtinguts amb anterioritat al nostre grup (Alsina, 1999).

1. La mutacié selD”™ genera una situacié d’estreés oxidatiu

Fins al moment, les dades obtingudes en el nostre grup recolzen el fet de que la mutacid
selD™ de Drosophila genera una situacié d’estrés oxidatiu. En primer lloc, la mutacio
nulla selD’™ afecta el gen selD o selenofosfat sintetasa 1 (SpsI) (Alsina et al., 1998).
Aquest és un gen involucrat en la biosintesi de selenoproteines, proteines que
majoritariament controlen el balang redox cel-lular. El gen selD ¢és el responsable de la
sintesi del monoselenofosfat, el donador de Se que posteriorment sera incorporat al tRNA
especific de Sec un cop aquest hagi estat modificat. La sintesi de monoselenofosfat és
possiblement un pas limitant en la sintesi de I’aminoacid Sec. A més, una manca en la font
de Sec molt probablement afectara la sintesi de selenoproteines. Si ens posem en la
situacio de la maquinaria de traduccid, en arribar al codé UGA 1 no disposar de Sec és molt
probable que la traducci6 finalitzi aprofitant que el codd UGA també és un codo d’stop.
Aixi es generaria una forma truncada i no funcional de la proteina donada 1’abseéncia de la
Sec, que s’ha demostrat important per a la funcié de les selenoproteines (Axley et al.,
1991; Berry et al.,1991). En segon lloc, i consistent amb la funcié del gen selD, la sintesi
de selenoproteines es veu greument afectada a 1’homozigot se/D” " com demostra la manca
d’incorporacié de Se. En tercer lloc, els discs imaginals dels individus homozigots
acumulen ROS possiblement degut a la manca de la funci6 antioxidant de les
selenoproteines (Alsina et al.,1999).

Les mosques heterozigotes per la mutacié se/D”™ son aparentment normals: el seu
desenvolupament és normal, son perfectament viables i fértils, no presenten cap fenotip
extern 1 la seva vida mitja és com la de mosques salvatges. De fet, totes aquestes
caracteristiques son les que ens permeten dir que la mutacid selD” “f &5 recessiva. Es a dir,
que els seus efectes sols es manifesten en homozigosi. Malgrat 1’heterozigot sembla
normal, ’efecte final de la reduccié d’una copia del gen selD havia de ser un desequilibri
del balang redox cel-lular. Aquesta situacio havia d’estar afectant a 1’heterozigot d’alguna
manera i nosaltres no érem capacos de detectar-ho. Demostrar que I’heterozigot selD”™
presentava uns nivells de radicals lliures més elevats que una mosca salvatge era molt
dificil. L’increment dels mateixos possiblement era subtil ja que ’heterozigot és viable. A
part d’aix0, la dificultat de mesurar petits nivells de radicals lliures, donada la seva curta
vida i la necessitat d’aplicar técniques altament sofisticades per a dur-ho a terme, ens va fer
descartar aquesta via. Per les mateixes raons varem deixar de banda D’analisi de
biomolécules modificades per radicals lliures. Al final, la millor estratégia va ser realitzar
experiments in vivo on sotmetent a les mosques heterozigotes a productes altament
oxidants hem pogut demostrar que 1’heterozigot ¢és sensible a situacions d’estres oxidatiu.
D’aquests resultats inferim que la sintesi de selenoproteines, i per tant, la funcid
antioxidant que exerceixen ¢és menys eficient a I’heterozigot. Aixi doncs, I’heterozigot
selD”™ 1o és una mosca normal, la pérdua d’una dosi del gen selD genera una situacié més
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0 menys patologica que només es posa de manifest davant d’un estreés oxidatiu (Article 2:
Morey et al., 2003).

Perd encara podem anar més enlla. En el laboratori les mosques es cultiven a
temperatura 1 humitat optimes i constants, 1’aliment 1 I’espai no sén limitants i no hi ha
competencia amb altres individus. Sota aquestes condicions la patologia de I’heterozigot
no es posa de manifest si no és que es forca molt I’adversitat afegint agents oxidants en el
medi de cultiu. Possiblement, en condicions de vida lliure I’heterozigot estaria en clara
desavantatge en front les mosques salvatges sense haver-1"ho d’enfrontar a situacions limit
com elevades concentracions d’oxidants. En aquesta situacio, la mutacié passaria de ser
considerada com a mutacio recessiva a ser-ho com a dominant, és a dir, els seus efectes ja
serien visibles en heterozigosi. De moment no s’ha descrit cap mutacié en un gen de la ruta
de biosintesis de les selenoproteines en humans. De totes maneres, una alteracié de la
sintesis de les mateixes també es pot donar per una manca de Se en la dieta i aixo també
causa un desavantatge en front a persones amb una dieta rica en Se. De fet, la sindrome de
Keshan, un tipus de cardiomiopatia, i la sindrome de Kashin-Beck, una artritis deformant,
son endemiques de zones deficients en Se com certes regions de la Xina (Rayman, 2000).

2. Importancia de les selenoproteines de Drosophila en el control de ROS

Els mecanismes de defensa front els radicals lliures estan conservats durant 1’evolucid. La
SOD i la Cat constitueixen un sistema de defensa contra la generacio de radicals superoxid
(O7). La SOD converteix el O, a H,O; i la Cat descomposa el H,O, en H,O 1 O,. Els
sistemes de defensa GPX/GR 1 TrxR son més indirectes. La selenoproteina GPX catalitza
la conversi6 del H,O; a H,O oxidant el cosubstrat glutatié (GSH) i I’enzim GR transfereix
equivalents reductors del NADPH al glutatié oxidat (GSSG) per reciclar el glutatio (GSH).
En el cas de la selenoproteina TrxR, aquesta s’encarrega de transferir equivalents reductors
del NADPH a la tioredoxina (Trx) per generar Trx(SH),. Tan el glutatié6 com el Trx(SH),
son dos antioxidants intracel-lulars molt efectius (Carmel-Harel i Storz, 2000).

A Drosophila el sistema SOD/Cat esta conservat i és funcional perd no existeix un
sistema canonic de reciclatge del GSH. En primer lloc, els homolegs de GPX identificats
en el genoma de la mosca no son selenoproteines doncs contenen Cys en lloc de Sec.
Dr’altra banda, el putatiu homoleg de I’enzim GR (que posteriorment ha sigut anomenat
dmtrxrl) és més semblant als gens TrxR 1 té activitat TrxR. Aixi doncs, la proteina
Dmtrxrl, que a més tampoc €s una selenoproteina, s’encarrega tamb¢ de reciclar el glutatié
de la segilient manera (Kankoz et al., 2001):

1) NADPH + TrxS; + H = NADP + Trx(SH),

2) Trx(SH), + GSSG > TrxS; + 2GSH
Cal esmentar que el sistema SOD/Cat i la TrxR cooperen per tal de mantenir el control del
balang redox (Missirlis et al., 2001).

El fet de que la GPX i la TrxR de Drosophila continguin Cys en lloc de Sec fa pensar
que podrien ser menys eficients que a mamifers. A més, que el sistema TrxR tingui una
funcid dual ens fa pensar que per tal de compensar la deficiéncia d’un sistema de reciclatge
del GSH, altres sistemes podrien ser necessaris. Aixi, les selenoproteines podrien
contribuir al control del balang redox a Drosophila. En primer lloc perque ’heterozigot
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selD"™ és sensible a un estrés oxidatiu en estudis on SOD, Cat i TrxR soén en principi
normals 1 funcionals (Article 2: Morey et al., 2003). En segon lloc perque cél-lules
homozigotes selD” “ acumulen radicals lliures (Alsina et al., 1999; Article 3). En tercer
lloc, en les dues selenoproteines identificades, malgrat no tenim evidéncies funcionals que
les puguin correlacionar amb una funcid en el control del balang redox cel-lular, 1’analisi
de les seves seqiiencies revela certes caracteristiques que podrien indicar una possible
funcié antioxidant (Article 4: Castellano et al., 2001). La selenoproteina dselM conté la
Sec dins una caixa redox (CXXC, on C pot ser Cys o Sec i X qualsevol altra aminoacid)
una seqiiencia d’aminoacids present en proteines que catalitzen reaccions d’oxido-
reduccio. A més a més, I’estructura secundaria en la regi6é de la Sec és la mateixa que es
troba al centre catalitic de la selenoproteina GPX bovina: f sheet-coil-a sheet on la Sec es
troba dins el coil. La selenoproteina dselG es caracteritza per tenir la Sec en el penultim
aminoacid. Aixo també es dona a la selenoproteina TrxR de mamifers. Si més no, 1’estudi
monografic d’aquestes dues selenoproteines a través d’experiments de caire més bioquimic
podrien ajudar a clarificar la seva funci6. No podem descartar que Drosophila tingui més
selenoproteines que les tres que es coneixen ara. Possiblement el disseny de programes
informatics especifics per a identificar SECIS diferents al consensus permetria trobar més
selenoproteines.

Finalment, cal esmentar la possible funcio de les selenoproteines en la longevitat. Una
de les teories més destacades per explicar I’envelliment és la teoria de 1’envelliment degut
a I’acumulaci6 de radicals lliures (Harman, 1957). Aquesta proposa que I’acumulacié de
radicals lliures portaria a un estrés oxidatiu que a la llarga conduiria a la senesceéncia
cel-lular degut al dany causat a les biomolécules de la cel-lula. D’aquesta teoria es pot
suposar doncs que un increment de I’activitat del agents antioxidants allargaria la vida, i
que una reduccid I’escurgaria. Per tal d’analitzar més acuradament si contribueixen de
manera significativa a prevenir ’envelliment i a allargar la vida, els experiments més
adients serien 1’analisi de mutacions de peérdua de funcid i la sobreexpressid d’aquestes
selenoproteines. En el cas de dur a terme un experiment de sobreexpressid varis aspectes
s’haurien de tenir en compte. Una consideraci6é important €s I’elecci6 de teixit on s’induira
I’expressio ectopica. De moment, 1’tnic teixit on s’ha demostrat que la sobreexpressioé d’un
enzim antioxidant (SOD humana) allarga la vida a Drosophila és en motoneurones (Parkes
et al., 1998). Un altra aspecte ¢és 1’estequiometria dels elements de la ruta de biosintesi de
les selenoproteines. En cultius cel-lulars, quan es vol detectar la incorporacié de Se
radioactiu en una determinada selenoproteina transfectada, també ¢és necessari cotransfectar
les cél-lules amb plasmids que continguin tRNA> i SBP2, el que suggereix que aquests
serien components limitants de la ruta de biosintesi (Article 4: Castellano et al., 2001).
També s’ha descrit que un excés de SelB (el factor d’elongacié especific de la Sec)
inhibeix la incorporacid de la Sec a ’'mRNA de les selenoproteines (Tormay et al., 1996).
A més, els nostres experiments d’expressid ectopica de se/D en motoneurones indiquen
que un excés de la funcid Spsl escurca la vida de les mosques (Article 2: Morey et al.,
2003). Ja que la quantitat de Se present en el llevat del medi de cultiu de les mosques és
més que suficient, possiblement aquest efecte és degut a una acumulacié de metabolits
intermediaris de Se toxics o un excés de I’aminoacid Sec, que en elevades concentracions
podria ser toxic. Per tant, totes aquestes observacions posen de manifest que tots els
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components de la via han d’estar finament regulats per tal de que la sintesi de
selenoproteines procedeixi normalment.

La teoria de I’envelliment degut al radicals lliures ha estat testada a Drosophila amb
mutacions 1 sobreexpresions de gens com SOD i Cat, els quals intervenen en el control del
balan¢ redox cel-lular. En un futur, ’estudi de dselG i dselM podria donar informacié
sobre la funcid d’aquestes selenoproteines en I’envelliment i la longevitat.

3. L’increment de ROS modula negativament la via RassMAPK

La sorprenent semblanga entre els fenotips dels clons de pérdua de funcid del gen se/D en
I’ala adulta (Alsina et al., 1998) i els descrits per clons de perdua de funci6é d’elements de
la via DER/Ras/MAPK en dita estructura (Diaz-Benjumea i Hafen, 1994), ens van
encoratjar a analitzar quina era la possible relacid entre el gen se/D i la via de senyalitzacio
Ras/MAPK. La similitud de fenotips indicava que el gen selD o les selenoproteines eren
necessaries per al correcte funcionament de la via Ras/s/MAPK. Aixi, la relaci6 entre el gen
selD i la via Ras/MAPK es podia explicar per diferents situacions. Una era que la proteina
SelD, a part de la seva funci6 selenofosfat sintetasa 1, tingues una altra funci6é necessaria
per el correcte funcionament d’algun dels elements de la via. Es a dir, que fos un
modulador positiu, i que per tant la seva absencia condiciones el funcionament de la via
Ras/MAPK. Una altra opcid era que una selenoproteina especifica fos aquest modulador
positiu. L’opcié que consideravem més probable era que el correcte manteniment del
balan¢g redox cel-lular, en aquest cas controlat per la funcid antioxidant de les
selenoproteines, fos necessari per I’adequat funcionament de la via Ras/MAPK.

L heterozigot

Per tal de comprovar aquestes diferents possibilitats i detectar una possible interaccid
genética entre el gen selD i elements de la via Ras/MAPK, I’estratégia utilitzada es va
basar en testar si la mutacié se/D”™ en heterozigosi suprimia els fenotips de mutacions de
guany de funcid de diferents elements de dita via tant a 1’ull com a 1’ala. En el nostre cas
aquesta era 1’aproximacié més adequada tenint en compte que: 1) tan a 1’ull com a I’ala, és
possible treballar amb guanys de funci6é de la via Ras/MAPK activats especificament en
processos de diferenciacié. Els fenotips dels clons homozigots se/D”™ a 1’ala indicaven que
tan els processos de diferenciacié com proliferacid es trobaven afectats. Com ja s havia
abordat ’estudi dels efectes de la mutacié se/D”™ en proliferacié aqui ens voliem centrar
en els processos de diferenciacio; 2) els fenotips de guany de funcié dels diferents elements
de la via que hem utilitzat en els dos sistemes han estat ampliament caracteritzats (extra
fotoreceptors R7 a I’ull i venes ectopiques a 1’ala); 3) especialment a I’ull, la hiperactivacid
dels elements de la via Ras/MAPK és sensible a dosi. Es a dir, dues copies d’un transgen
activat tenen un fenotip més fort que una sola copia. D’aixo és dedueix que el fenotip
causat per una copia del transgen activat pot ser modificada per la reduccié d’una sola
copia d’un gen involucrat en dita via; 4) aquesta aproximacio ha estat utilitzada préviament
i amb molt éxit degut a la seva alta sensibilitat per a la identificacié de nous components i
moduladors de la via Ras/MAPK (Simon et al., 1991; Olivier et al., 1993; Dickson et al.,
1996; Karim et al., 1996).
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Tenir la possibilitat de testar diferents elements de la via ens permetia posicionar
I’efecte de la mutacié sel/D”™ dins la mateixa. Segons aquest disseny experimental, en el
cas de que la proteina selD o una putativa selenoproteina fossi els moduladors positius de
la cassette Ras/MAPK, la mutaci6 se/D”™ en heterozigosi hauria de suprimir el fenotip de
guany de funcié d’un sol dels elements de la via. D’altra banda, si el correcte manteniment
del balang redox cel-lular controlat per la funci6é antioxidant de les selenoproteines fos
necessari per I’adequat funcionament de la via Ras/MAPK, la mutaci6 se/D”™ hauria de
suprimir el fenotip de guany de funci6 de tots els elements de la via. La troballa de que la
mutacié selD”™ suprimis els fenotips de guany de funcié de varis elements correlatius de la
via pero no de la resta, sols ens permetria situar per epistasia 1’efecte de la mutacié en una
regid de la via, pero no distingir entre les possibilitats esmentades.

Hem trobat que la mutacié se/D”™ és capag de suprimir els fenotips de guany de funcio
dels receptors tirosina quinasa Sevenless i DER i dels elements de la via Ras/MAPK testats
tant a 1’ull (inclos Ras, veure més avall) com a ’ala (Article 1: Morey et al., 2001). Per
tant, la funcié antioxidant de les selenoproteines €s necessaria per a que aquesta via de
transducci6 del senyal funcioni correctament. Aixo indica que 1’acumulacié de radicals
lliures causat per la mutacid selD”™ és responsable de la modulacid negativa de la via.
Altres dades reforcen la nostra hipotesi. Per una banda, el fet de que 1’heterozigot és més
sensible a una situacid d’estrés oxidatiu que una mosca normal suggereix que la sintesi de
selenoproteines €s menys eficient (Article 2: Morey et al., 2003). D’aqui inferim que els
nivells de radicals Iliures presents a 1’heterozigot han de ser més elevats que en una mosca
salvatge. D’altra banda, hem demostrat que un increment de radicals lliures independent de
selenoproteines com el generat per la mutacié nul-la en el gen de la Catalasa, Car"’ també
suprimeix els fenotips de guany de funcid dels receptors tirosina quinasa Sevenless 1 DER,
que activen la via Ras/MAPK a I’ull i a I’ala respectivament. A més, cal esmentar que si bé
inicialment no varem poder detectar una supressioé del fenotip de guany de funci6 de Ras a
I’ull, posteriorment hem pogut demostrar que la combinaci6é en transheterozigosi de les
mutacions se/D”™ i Car" suprimeix el fenotip de guany de funcié de Ras (Article 3).
Reforcant la funcié de les selenoproteines en la modulacié de la via RassMAPK, el gen
selD també ha estat identificat en un screening del receptor Torso, un receptor tirosina
kinasa que activa la via Ras/MAPK en els extrems de I’embri6 per donar lloc a les
estructures terminals (Dr. W. X. Li, University of Rochester Medical Center, comunicacid
personal). De tot aixo, podem concloure que el balang redox cel-lular és important pel
funcionament de la via Ras/MAPK.

Cada vegada més, la llista de gens que modulen positiva o negativament la via
Ras/MAPK i no sén component essencials de la mateixa va creixent. Aquesta via ha
demostrat ser una via molt sensible a les condicions intracel-lulars. Aixi, a part del nostre
treball que mostra la importancia del balang redox en els seu funcionament, s’ha demostrat
que el Zinc (Zn) i1 proteines que faciliten la difusié de cations també tenen una funcio
important en la modulacié de la cassette Ras/MAPK. Utilitzant la mateixa aproximacio
experimental que en el nostre cas, en un screening per a supressors dels fenotip de guany
de funcid del gen let-60 ras de Caenorhabditis elegans es va identificar el gen cdf-1. La
proteina CDF-1 (cation diffusion facilitator) regula positivament la senyalitzacio
Ras/MAPK reduint les concentracions citosoliques dels ions de Zn, ja que aquestes
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modulen negativament la via. La o les proteina/es inhibida/es pel Zn i el mecanisme exacte
d’inhibici6 encara es desconeix (Bruinsma et al., 2002).

Els nostres experiments i resultats tampoc ens donen I’explicacié bioquimica de com la
situacié patologica d’estrés oxidatiu a I’heterozigot afecta el funcionament de la via
Ras/MAPK. Ja hem comentat a la Introduccid que certes modificacions proteiques
reversibles degudes a increments puntuals de radicals lliures permetrien el control de la
activacié de la via Rass/MAPK. Pero també es sabut que els radicals lliures oxiden les
proteines alterant la seva estructura i/o funcid. Aixi, un nivell de radicals lliures no
necessariament massa elevat perd persistent com és el cas de la mutacié selD”™, podria
modificar irreversiblement els elements de la via Ras/MAPK, i conseqiientment, afectar el
seu funcionament. Les segilients modificacions proteiques causades per radicals 1liures han
estat descrites (Thannickal i Fanburg, 2000) i proposem que podrien ser les responsables
de la modulaci6 negativa de la via Ras/MAPK:

- T’oxidaci6 irreversible de cisteines pot inactivar la funcid de les proteines.

0; H202

active —_— inactive
protein | cy protein | <oy

- la formacié intramolecular de ponts disulfur pot alterar la funcié d’una proteina
generant canvis conformacionals de la mateixa.

. H:20:2 In
active — SH inactive

H _.' protein
protein | SH w

- dimeritzaci6 de proteines per ponts disulfur intermoleculars pot inactivar la funcid
d’una determinada proteina
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_|_ _P.
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active monomers inactive dimer

- cross-linking de proteines mitjangant ponts ditirosina també inactiva les proteines.
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- oxidacid de proteines que contenen metalls com el Fe o el Cu altera I’estabilitat de
les mateixes i pot desembocar en la seva ubiquitinitzaci6 i degradacio.

ROS ;
o (o

L’homozigot

Els experiments acabats de descriure indicaven que I’increment de radicals lliures causat
per la mutacié se/D’™ modulava negativament Iactivitat de la cassette Ras/MAPK. Perd
precisament pel fet de treballar en heterozigosi i en un fons genetic sensibilitzat per la via
Ras/MAPK, aix0 era una informacié merament qualitativa. Per tal de tenir una idea real i
de caire més quantitatiu de I’efecte de I’increment dels radicals lliures causat per la
mutaci6o selD’™ sobre Iactivitat de la via Rass/MAPK, varem generar clons de cél-lules
selD”™ en un fons genétic normal per 1’activitat de dita via. En aquest context, varem
comprovar I’acumulacié de radicals Iliures i analitzar la modulaci6 de la via Ras/MAPK.

Malgrat ja sabiem que els clons de cél-lules homozigotes se/D’™ a I’ala adulta eren
molt semblants als de pérdua de funcié d’elements de la via Ras/MAPK, per a fer una
analisi més detallada dels efectes dels radicals lliures sobre dita via, varem triar 1’ull una
altra vegada. Com ja s’ha esmentat, la via Ras/MAPK controla la diferenciaci6 dels
fotoreceptors (Freeman, 1996), a més, en el disc imaginal d’ull s’han descrit marcadors
moleculars per a verificar les diferents etapes d’aquests procés. L’aplicacié de la teécnica
Minute en la generaci6 de clons sel/D” "/ era necessaria per diversos motius. En primer lloc,
donat que els clons se/D”™ son de per si molt petits, ens interessava donar avantatge
proliferatiu a les cel-lules mutants. En segon lloc, aixo ens permetia diluir encara més la
perdurance. Es a dir, en el moment de la recombinacié mitdtica la cél-lula mare
heterozigota té un determinat nivell de selenoproteines, i en dividir-se en una cél-lula
salvatge 1 una mutant aquest conjunt de selenoproteines també es reparteix. Quantes més
divisions dins el clon mutant, més es diluira el nivell de selenoproteines provinent de la
c¢l-lula mare. En tercer lloc, com els radicals lliures que es puguin acumular en el clon
difonen cap al teixit heterozigot, ens interessava que el clon fos el més gran possible. Aixi,
en el centre del clon els radicals lliures romanen més estona i seus efectes es poden fer
palesos.

S’ha descrit que la supervivencia i diferenciacié dels fotoreceptors ve controlada per
diferents nivells d’activitat de la molecula Ras (Fig. 19; Halfar et al., 2001). Aixi, els
fenotips dels clons de pérdua de funcié amb diferents nivells d’activitat de Ras, mostren
una correlacio “activitat de la via Ras/MAPK-fenotip” molt util per a inferir el nivell
d’activitat de la cassette Ras/MAPK en els clons se/D”™, simplement per comparacié de
fenotips. La demostraci6é de que Ras també es modulat pels radical lliures ens permetia fer
aquesta comparacio (Article 3). Per tal de dur a terme aquest estudi varem realitzar els
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mateixos tipus de tests i utilitzar la mateixa metodologia que els descrits en el treball de
Halfar i col-laboradors (Halfar et al., 2001): estudi dels clons a 1’ull adult (induits amb el
sistema eyFLP 1 la mutaci6 letal c/R2.11, veure Article 3 Material and Methods) 1 tincions
amb el marcador especific del fotoreceptor R8 Boss, amb Elav com a marcador neuronal
de tots els fotoreceptors i TUNEL per a detectar 1’apoptosi de les cél-lules mutants en clons
en els discs imaginals (induits amb el sistema AsFLP i amb la técnica Minute, veure Article
3 Material and Methods). L’analisi detallada dels fenotips obtinguts i la seva comparacio
amb els resultats de Halfar i col-laboradors, suggereixen que I’increment de radicals lliures,
que també hem pogut demostrar en aquests clons de céllules se/D”™, modula
negativament ’activitat de la via Ras/MAPK, pero sols d’una manera suau (Fig. 19).
L’activitat de la via Ras/MAPK en un context se/D*"/?"/ estaria entre els nivells d’activitat
descrits com a nivell baix i mitja. Aixo es suporta en que els nivells d’activitat de la via
presents en la condicié mutant se/D’™ permeten assolir diverses etapes en el procés de
diferenciacid i en que les c¢l-lules, malgrat acaben morint massivament, ho fan de manera
tardana com demostra el fet que els clons es detecten a I’ull adult. Si activitat de la via
estd molt reduida (com és el cas de la mutacid de Ras ras™) la diferenciacié dels
fotoreceptors no arriba tan enlla com en el nostre cas i el teixit mutant mor i és eliminat
molt abans de I’eclosié de I’individu, per la qual cosa no es detecta a I'ull adult. Cal
esmentar perd, que quan s’analitzen els clons se/D”™ en el disc imaginal algunes cél-lules
ja entren en apoptosi.

in between
LOW & MEDIUM
pathwavy activity

LOF selD
clones

BASAL LOW

MEDIUM

P

Raf Raf
| !
MAPK MAPK

| V

no postmit. surv. postmit. surv. postmit. surv.
disorg. Boss wt Boss
no Elav staining Elav (R8) Elav (R8+some R)  R8 diff./surv.
R8 surv. diff./surv./apop. R1-R7 diff./surv.
no adult clones no adult clones adult clones (no wt) adult clones (wt)
Fig. 19. Els clons de baixa activitat de Ras (ras”***) no permeten el correcte posicionament del fotoreceptor

R8 ni el posterior reclutament de la resta de fotoreceptors. En canvi, ’acumulacié de radicals 1liures degut a
la mutacio se/D’™ modula negativament la via Ras/MAPK a uns nivells que permeten el correcte

posicionament de I’R8, el reclutament i diferenciacio de part dels altres fotoreceptors, i allarga la seva
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supervivéncia malgrat les cél-lules mutants acaben morint. Aquesta mort ¢és tardana: els clons ras”* no

sobreviuen fins a 1’etapa adulta mentre que els de se/D” son presents a 1’ull malgrat causen greus
alteracions. Abreviacions: postmit., posmitotic; surv., survival; disorg., disorganized; diff., differentiation;

apop., apoptosis (figura adaptada de Halfar ez al., 2001).

Com ja s’ha esmentat, les senyals de supervivéncia que actuen a través de la via
Ras/MAPK regulen DI’apoptosi i varis estudis han demostrat la necessitat de la via
Ras/MAPK per la supervivencia cel-lular a Drosophila (Simon et al., 1991; Diaz-
Benjumea i Hafen, 1994; Freeman 1996; Miller i Cagan 1998; Sawamoto et al 1998; Baker
i Yu, 2001; Halfar et al., 2001; Bergmann et al., 2002). Donat que els nostres experiments,
tant en heterozigosi com en homozigosi, indiquen que la mutacié se/D’™ modula
negativament la via Ras/MAPK es podria pensar que dita modulacié negativa era
responsable de 1’apoptosi observada en el nostre mutant homozigot i en els clons de
cel-lules mutants. Tanmateix, tenim evidéncies que suggereixen que aquest no €s el cas. La
supressio dels fenotips de guany de funci6 dels elements de la cassette Ras/sMAPK per
I’heterozigot selD”" no és deguda a apoptosi. L’ull és una estructura altament organitzada i
tant I’excés com la manca de fotoreceptors dona un fenotip d’ull rugés. El fenotip de excés
d’R7s s’assoleix perque altres ceél-lules de I’ommatidi esdevenen R7s. Aixd fa que
I’estructura de I’ommatidi quedi alterada. Si la supressi6 del fenotip fos per apoptosi mai
observariem un rescat tan fort de la morfologia externa de 1’ull, ni de I’estructura de
I’ommatidi com 1’observat en els talls semifins. En el cas de 1’ala, I’exemple de la
supressio del fenotip de guany de funcié de Raf és definitiu. L expressi6 ectopica de Raf a
I’etapa pupal desemboca en la pérdua de venes en lloc de venes ectopiques. Aixo és degut
a que en aquest moment [’activitat de la via hauria d’estar reduida per a permetre la
diferenciacio de les mateixes. La mutaci6 se/D”™ restaura el patré de venes i aixd implica
la diferenciacié de cel-lules d’intervena cap a vena. La mort cel-lular no podria explicar
mai aquest rescat (Article 1: Morey ef al., 2001). També s’ha demostrat que la proteina
proapoptotica Hid és un sensor de I’activitat de la via RassMAPK. Quan [’activitat de la
mateixa es veu disminuida s’activa la transcripci6 de hid 1 la proteina existent s’activa en
no ser fosforilada per la MAPK (Bergmann ef al. 1998; Kurada i White, 1998). Per tant, si
I’increment de radicals lliures modulés negativament la via Ras/MAPK el suficient com
per activar 1’apoptosi, selD” o Cat" en heterozigosi, o la seva combinacid en
transheterozigosi haurien d’incrementar 1’activitat de Hid. Tanmateix, en cap cas hem
detectat un increment del fenotip apoptotic del diferents nivells d’activitat de Hid testats
(de més a menys activitat: GMRhid, GMRhid sev-rasV12 i GMRyan™). A més, els
resultats obtinguts de 1’analisi dels marcadors moleculars en els clons de cél-lules
homozigotes a I’ull, suggereixen que la modulaci6 negativa de la via no és extremadament
forta, i per tant, pot ser que Hid no sigui sensible a un reduccio tan subtil de 1’activitat de la
cassette Ras/MAPK. Finalment, D’expressi6 d’un guany de funci6 de la MAPK
(sevenmaker) en el mutant homozigot per a tal de suplir la disminuci6 de I’activitat de la
via no rescata la morfologia dels discs imaginals (Article 3).

Malgrat no podem descartar que la modulaci6 negativa de la via Ras/MAPK pugui ser
responsable d’una part de I’apoptosi observada en mutant, totes les dates presentades
indiquen, si més no, que la disminuci6 en [’activitat de la via Ras/sMAPK no seria la
responsable majoritaria de 1’apoptosi observada en el mutant se/D”".
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4. L’increment de ROS activa I’apoptosi a través de la via DmpS53/Rpr

A mamifers s’ha descrit que els radicals lliures poden induir mort cel-lular (Buttke 1
Sandstrom, 1994; Simon et al., 2000). L’acci6 dels mateixos podria explicar la mort
observada en els clons de cél-lules se/D”™ i en el mutant homozigot donat que en tots dos
casos hem detectat la seva presencia (Alsina et al., 1999; Article 3). L’apoptosi que trobem
en el clon i als seus voltants es podria explicar per un increment sobtat de radicals lliures.
Normalment aquesta mort s’observa en el centre del clon, on la dilucio dels ROS triga més
a donar-se, i1 en les cel-lules al voltant del clon, que de sobte patiran un increment de
radicals degut a la seva difusio des de el teixit mutant. Tanmateix, en els clons mutants
encara hi ha moltes c¢l-lules. Donat que els radicals lliures difonen, la mort més tardana de
les cél-lules del clon es podria explicar pel dany acumulatiu causat pels nivells baixos pero
persistents de ROS que es donarien en aquesta situacio.

Els mecanismes que activen 1’apoptosi en situacions d’estrés oxidatiu no sén massa
coneguts. Els radicals lliures danyen el DNA 1 la proteina p53 és un sensor del dany
genotoxic. A més, activa la transcripcié de gens involucrats en 1’apoptosi, 1 per tant, és una
possibilitat que p53 engegui la mort cel-lular en resposta a un increment de radicals lliures.
A Drosophila, el gen proapoptotic rpr integra diferents senyals apoptotiques que
condueixen a la mort cel-lular. Aixo ho fa mitjancant la preseéncia de diversos elements de
resposta en el seu promotor. Un d’aquests elements de resposta és especific per Dmp53
(Brodsky et al., 2000).

El fet de detectar acumulaci6 de ROS (Alsina et al., 1999), haver observat
estabilitzacio de la proteina Dmp353, transcripcio del gen rpr 1 activacié de caspases en els
discs imaginals homozigots (Article 3) suggeria que la via Dmp53/Rpr estava involucrada
en I’apoptosi del nostre mutant. Com la mort cel-lular esta tan avancada en els discs
imaginals de larva homozigota, es podria pensar que 1’activaci6 de tota aquesta maquinaria
no fos especifica de la nostra mutacid, sind6 comu a qualsevol mutacid que també causes
letalitat a 1’estadi de larva III. Per tal de testar aquesta possibilitat també es varen realitzar
tots els experiments en clons de cél-lules se/D"™. Amb I’excepci6 de estabilitzacio de
Dmp53, tots els altres elements de la via Dmp53/Rpr s’han trobat activats en clons incloent
I’acumulacié de ROS (Article 3). Precisament, com aquests difonen del clon de cél-lules
mutants cap al teixit heterozigot que 1’envolta, les cel-lules del clon possiblement no tenen
tant dany genotoxic com el mutant homozigot. Conseqlientment, 1’estabilitzacié6 de Dmp53
no deu arribar a nivells detectables o bé el temps d’estabilitzacio en els clons és tan curt
que no permet la seva detecci6. De totes maneres, sembla ser suficient per activar la
transcripcio de rpr en els clons, que es més facil de detectar degut a 1’elevada estabilitat de
la proteina B-galactosidasa utilitzada com a reporter.

Com ja s’ha esmentat a ’apartat de Resultats, els mitocondris son I’element central de la
via intrinseca d’apoptosi. Un nivell elevat de radicals lliures pot danyar directament els
mitocondris i estimular la formacié de pors en la membrana mitocondrial externa i interna.
Aix0 causa la perdua del potencial de membrana i1 I’expansié de la matriu mitocondrial
degut a una desregulacié osmotica. Finalment, la membrana externa rebenta alliberant al
citosol factors proapoptotics mitocondrials (Green i1 Reed, 1998). A part del citocrom c,
que donara lloc I’activacié de les caspases, també s’allibera la molécula AIF (Apoptosis
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Inducing Factor, Susin et al., 1999) que indueix apoptosi de manera independent de
caspases. AIF és una oxidoreductasa que en ser alliberada al citosol es transloca al nucli i
fragmenta el DNA. A Drosophila existeix un clar homoleg d’AIF (CG7263; Vernooy et
al.,2000). Aquest podria ser un mecanisme rapid d’induccié de mort per tal d’eliminar una
c¢l-lula amb un excés de radicals lliures 1 podria explicar la mort primerenca que observem
en el centre dels clons 1 al voltant del mateix. Malauradament, de moment no existeixen
eines a Drosophila per a testar aquesta possibilitat. Tanmateix, I’apoptosi independent de
caspases no sembla ser la via majoritaria d’apoptosi en el mutant se/D’" ja que la
sobreexpressio de I’inhibidor d’apoptosi especific de caspases DIAP1 rescata fortament la
viabilitat de les cel-lules mutants.

5. Una visio integrada: defectes en proliferacio i activacio de ’apoptosi en el
mutant selD""/

Treballs anteriors duts a terme en el nostre grup varen demostrar que la proliferacio i el
cicle cel'lular també es veuen afectats en el mutant selD”™ (Alsina et al., 1999).
Experiments d’incorporaci6 de BrdU mostren que el mutant presenta una taxa de
proliferaci6 reduida comparat amb els organismes salvatges, suggerint que algunes de les
c¢l-lules mutants podrien tenir el cicle cel-lular enlentit degut a un allargament de la fase
Gl o quedar aturades en fase GIl. Tincions amb el marcador de mitosi Histona 3
fosforilada mostren que el nombre de mitosis en cel-lules mutants de discs 1 cervells és
menor que en la condicio salvatge. També s’ha observat que les cél-lules mutants
acumulen ciclina B perd no entren en mitosi, mentre que en la condicid salvatge
I’acumulacié de ciclina B va associada a I’estadi de metafase i es degrada a I’estadi
d’anafase, permetent el pas de G2 a mitosi. Aixo suggereix que algunes c¢l-lules mutants
podrien quedar aturades en G2. Per altra banda, en aquesta Tesi hem trobat que I’increment
de radicals lliures causat per la mutaci6 se/D”" modula negativament la via Ras/MAPK. A
més, aquests radicals lliures també semblen ser els responsables de la induccio de
I’apoptosi observada en el mutant se/D”" mitjangant I’activacié de la via Dmp53/Rpr.

La integraci6 de totes aquestes dades ens permet proposar un model que lligaria els
efectes observats en proliferacio i apoptosi (Fig. 20). Aixi doncs, I’increment de radicals
lliures modularia negativament la via Ras/MAPK. L’activitat proliferativa d’aquesta via es
basa en la transcripcio de la ciclina D, necessaria per passar de GO a Gl i adquirir
competéncia per a entrar en el cicle cel-lular (Pruitt i Der, 2001). Una reduccid en els
nivells d’aquesta ciclina podria enlentir el cicle cel-lular i explicar per que en el mutant hi
han menys cél-lules en fase S com demostren els experiments d’incorporacié de BrdU.
D’altra banda, els radicals Iliures causen lesions en el DNA 1 aix0 activa la via de resposta
al dany genotoxic (Zhou i Elledge, 2000). Aixi, molécules sensores, encara poc conegudes,
engeguen vies de transduccié del senyal responsables de I’activacio dels efectors. Un
d’aquests efectors és la proteina p53. L’acumulacié de p53 activa la transcripcio de la
proteina p21, un inhibidor del complexe cdk2/ciclina E (Pietenpol i Stewart, 2002). Aquest
complexe és necessari per entrar a la fase S. Aixi, a Drosophila, 1’estabilitzacié6 de Dmp53
en les cel-lules mutants podria activar la transcripcid del gen dacapo (dap, ’homoleg de
p21 a Drosophila) i aquesta inhibir el complexe cdk2/ciclina E. Llavors, les cel-lules
mutants no entrarien a la fase S i quedarien aturades en fase Gl. En aquest moment
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podrien intentar reparar les possibles lesions al DNA abans de la seva replicacid, doncs
s’ha vist que p53 també activa la transcripcid de gens involucrats en la reparacié del DNA.
Com el desequilibri en el balang redox cel-lular en cél-lules mutants se/D”" és constant,
també ho és el dany en el DNA. D’aquesta manera, els nivells de Dmp53 es mantindrien
elevats. S’ha descrit que p53 pot causar aturada a G2 inhibint la formacid o activitat del
complex cdkl/ciclina B, també conegut com MPF (Mitosis Promoting Factor), de diferents
maneres (Pietenpol 1 Stewart, 2002). Una d’elles és, altra vegada, a través de la proteina
p21. Aixi, els alts nivells de proteina Dmp53 estabilitzada podrien donar lloc a un excés de
proteina Dacapo, que podria ser responsable de ’aturada a G2 de les cel-lules que
haguessin escapat al checkpoint de G1. Finalment, tant en el cas d’aturada a G1 com a G2,
s les cel-lules no son capaces de prosseguir en el cicle acabaran morint. A part de la funci6
de p53 de promoure I’aturada a G1 i G2, una altra de les conseqiliencies de la seva
estabilitzacio és la transcripcio de gens involucrats en apoptosi (Burns i El-Deiry, 1999;
Schuler i Green, 2001). D’aquesta manera, en la cél-lula mutant selD” “ aturada en G1 o en
G2, Dmp53 activaria la transcripcio del gen proapoptotic rpr 1 s’engegaria la maquinaria
apoptotica. També €s molt probable que el dany genotoxic causat pels ROS en les cél-lules
mutants sigui tan sever que Dmp53 directament transcrigui 7pr 1 s’activi I’apoptosi sense
aturar el cicle cel-lular per intentar reparar el dany causat al DNA.

T ROS
DNA damage J' Ras/MAPK
Dmp&53 ¢cyclin D
stabilization
\‘ Dacapo
\\‘ G1 stop
-
G2 stop
Rpr
caspases
APOPTOSIS

Fig. 20. Possible relacié entre els defectes de proliferacio i I’activacié de I’apoptosi en el mutant se/D"™.

Els clons de cél-lules mutants se/D”™ sén un exemple de cél-lules amb desavantatge
proliferatiu que son reconegudes com a tals i conseqiientment eliminades. Possiblement
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Dmp53 sigui la molécula acobladora d’aquests dos processos doncs participaria en tots dos
i en la mateixa direccid. D’una banda, controlaria la parada del cicle cel-lular i a la vegada
activaria I’apoptosi. Com es reconeixerien les cel-lules a eliminar? Pensem que 1’etiqueta
molecular que marcaria les cel-lules a eliminar seria 1’increment de radicals lliures. Malgrat
la seva volatilitat, exercirien el seu efecte senyalitzant el desavantatge proliferatiu a través
de la modulaci6 negativa de la cassette Ras/MAPK i senyalitzant la necessitat d’eliminar
les cel-lules mutants a través del dany genotoxic.

Ja que el mutant se/D”" pareix que afecta a la sintesi del conjunt de les selenoproteines
de Drosophila, no podem correlacionar els efectes observats amb cap selenoproteina en
concret. El repte de futur en la recerca de la funcid de les selenoproteines a Drosophila és
investigar les diferents selenoproteines identificades. Aix0 ens permetria esbrinar si cap
d’aquestes selenoproteines té una funci6 destinada al control, directe o indirecte, del cicle
cel-lular, de la diferenciaci6 o de 1’apoptosi, o si bé, simplement les selenoproteines
intervenen en el control del balang redox cel-lular de manera general sense cap especificitat
en concret.
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CONCLUSIONS

1. El gen selD modula la via Ras/MAPK a través de la sintesi de selenoproteines i la seva
funci6 antioxidant. L’increment de radicals lliures causat per la mutacio se/D”" regula
negativament la via Ras/MAPK.

- L’heterozigot selD"™ és més sensible als agents oxidants H,O, i paraquat que les
mosques control, suggerint que la sintesi de selenoproteines és menys eficient en la
condici6 d’heterozigosi.

- La mutaci6 selD’™ en heterozigosi suprimeix els fenotips de guany de funcié dels
elements de la via Ras/MAPK a I'ull 1 a I’ala de Drosophila inclosos els receptor
Sevenless i DER.

- Els clons de cél-lules mutants se/D”" acumulen radicals lliures.

- En clons se/D" a 'ull I’activitat de la via Ras/MAPK esta probablement reduida
donat que la diferenciacio dels fotoreceptors, controlada per aquesta via, esta
afectada.

2. L’increment de radicals lliures causat per la mutacio selD’™ engega 1’apoptosi
majoritariament a través de la via depenent de caspases Dmp53/Rpr.

- Laregulaci6 negativa de la via RassMAPK causada pels radicals lliures no sembla
ser la responsable de la mort cel-lular observada, cosa que suggereix si més no, que
la seva contribuci6 a I’apoptosi del mutant se/D”™ és minoritaria.

- Els radicals lliures, 1’estabilitzaci6 de la proteina Dmp53 i la transcripcio del gen
rpr engeguen 1’apoptosi del mutant se/D"™.

- L’activaci6 de la caspasa iniciadora DRONC, el processament de la caspasa
efectora DRICE 1 el rescat de la viabilitat cel-lular per ’expressid ectopica de
DIAPI indiquen que I’apoptosi del mutant se/D”™ induida per I’acumulacié de
radicals lliures és, en la seva majoria, depenent de caspases.

3. A part de la selenoproteina Sps2, Drosophila presenta almenys dues altres
selenoproteines: dselG i dselM. Aquestes proteines tenen una expressié ubiqua.
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