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Resumen

Las ferritinas son proteinas ubicuas altamente conservadas que almacenan hierro en su
cavidad. Aunque el hierro es componente escencial de muchas enzimas en las células, en
su forma libre cataliza la generacién de especies reactivas del oxigeno causando dafio a
macromoléculas. Las ferritinas regulan los niveles de hierro intracelular al secuestrarlo y
almacenarlo en su interior. La ferritina es un complejo multimérico que, en el caso de
Drosophila melanogaster, se ensambla con 12 subunidades H y 12 subunidades L.
Acercamientos previos que estudiaron el mecanismo de ensamblaje de ferritina se basaron
en incorporar una etiqueta fluorescente en la subunidad H y sugirieron que en un evento
previo a la formacidn del complejo las subunidades Hy L se encuentran en compartimentos
subcelulares distintos. Ademas, el sistema Gal4-UAS usado anteriormente para dirigir la
transcripcion de mCherry-Fer2LCH no funciond por el retraso

temporal en la expresion de la subunidad L etiquetada con mCherry tras el estimulo con
hierro. Por esta razén en esta tesis de maestria proponemos el disefio de una nueva
herramienta genética para construir la cepa mKate2-Fer2LCH, en donde la proteina
fluorescente mKate2 se incorpore a la secuencia endégena del gen Fer2LCH por la técnica
de edicidn CRISPR-Cas9. Asi lograremos que ambas proteinas etiquetadas se traduzcan
simultdneamente. Recibimos en el laboratorio las moscas transgénicas inyectadas con el
pldsmido donador que contenia la insercién y realicé experimentos para verificar: 1) La
insercion de mKate en el locus de Fer2LCH y 2) La generacion de complejos de ferritina
fusionados con la proteina roja fluorescente. Con los experimentos se determind que los
complejos producidos por las moscas mKate2-Fer2LCH eran complejos enddgenos. Por ello
se mandd a secuenciar la region modificada de estas moscas. Los resultados de la
secuenciacion indicaron que en la regidn N-terminal el marco de lectura de Fer2LCH esta
mutada y algunos aminoacidos se sustituyeron por otros que no aparecen en la secuencia
enddgena. En conclusion se optd por realizar mas inyecciones de embriones con la finalidad
de aumentar la probilidad de lograr una correcta insercion en el locus enddgeno, pues esta
herramienta nos permitira estudiar con mayor detalle la cooperacién y trafico entre

subunidades antes de formar parte del complejo.
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Abstract

Ferritins are highly conserved ubiquitous proteins that store iron inside their cavity.
Although iron is an essential component of enzymes in cells, free iron ions catalyze the
generation of reactive oxygen species (ROS) via the Fenton reaction causing oxidative
damage to macromolecules. Ferritins regulate intracellular iron levels by sequestering and
storing the iron. Drosophila ferritin is a multimeric complex assembled with 12 H subunits
and 12 L subunits. Previous approaches that studied the mechanism of ferritin assembly by
incorporating a fluorescent label in the H subunit suggested that prior to complex formation
both subunits are found in different subcellular compartments. Moreover, the Gal4-UAS
system used to express mCherry-Fer2LCH failed to incorporate these subunits into ferritin
due to a temporary delay in the expression of the L subunit labeled with mCherry after iron-
dependent induction. For this reason, in this thesis | propose the design of a new genetic
tool, the fly strain mKate2-Fer2LCH, where the mKate2 fluorescent protein is incorporated
into the endogenous sequence of the Fer2LCH gene using the CRISPR-Cas9 editing
technique with the ultimate goal to visualize both labeled proteins translated
simultaneously. | received the transgenic flies injected with the donor plasmid containing
the insert. Subsequently, experiments were carried out to verify: 1) The insertion of mKate2
into the Fer2LCH locus and 2) The generation of ferritin complexes fused with the mKate2
red fluorescent protein. The complexes produced by mKate2-Fer2LCH flies were, however,
the endogenous ferritin complexes. Therefore, the Fer2LCH locus of the genome-edited
flies was subcloned and sequenced. Sequencing indicated that in the N-terminal region the
open reading frame of Fer2LCH is modified and some amino acids were replaced by others
that do not appear in the endogenous sequence. In conclusion, we chose to perform more
embryo injections in order to increase the probability of achieving the correct insertion in
the endogenous locus, as this tool will allow us to study in greater detail the cooperation

and trafficking between subunits before the assembly of the complex.
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1. INTRODUCCION
1.1 La importancia del hierro en la biologia

El hierro es un micronutriente esencial para el desarrollo de la gran mayoria de organismos
en la tierra, pues es componente integral de procesos bioldgicos vitales en las células, por
ejemplo: la unidn y distribucién de oxigeno a los tejidos (Solomon et al., 2016; Jensen et al.,
2009) la diferenciacién y crecimiento celular (Yoon et al., 2017), el metabolismo lipidico
(Rockfield et al., 2018) la respiracion celular, la sintesis del ADN (Marelja, et al., 2018) etc.
Es un metal de la serie de transicidn con orbitales d vacios, por lo que puede existir en
diferentes estados de oxidacion. Entre los mds comulnes se encuentran Fe?* y Fe3. Esta
fluctuacidén en el estado de oxidacién permite que el hierro participe en la transferencia de
electrones via reacciones éxido-reduccién. Por su abundancia en la tierra y sus propiedades
redox, los d&tomos de hierro fueron incorporados en procesos bioldgicos muy temprano en

el desarrollo evolutivo (Martin Baross et al., 2008; Outten y Theil, 2009)

Los cuatro tipos de proteinas en las que el hierro se encuentra presente son: proteinas que
poseen el grupo hemo (Poulos, 2014) (e.g. hemoglobinas, mioglobinas, peroxidasas,
catalasas, citocromos), proteinas con clusteres hierro-azufre (Paul y Lill, 2015) (e.g. NADH
deshidrogenasas, hidrogenasas, coenzima Q, citocromo C reductasas, succinato
deshidrogenasas, nitrogenasas) proteinas con centro de hierro mono nuclear (Abu-omar,
Loaiza, y Hontzeas, 2005) (e.g. catecol dioxigenasas, enzimas a-cetoacido- dependientes,
hidroxilasas dependientes de pterina) y proteinas di nucleares (e.g. ferritinas, hemeritrinas,
rubreritrinas, ribonucleotido reductasas) que no poseen un grupo hemo ni clusteres hierro-

azufre (Hentze et al., 2010)

Aun cuando el hierro es fundamental para los organismos también es toxico al reaccionar
con metabolitos del oxigeno (e.g. superoxido, perdoxido de hidrogeno), pues se generan
radicales hidroxilos altamente reactivos que ocasionan peroxidacién de lipidos, oxidacion

de las cadenas laterales de los aminodcidos, dafio al DNA. En las células mantener la



homeostasis del hierro es vital para asegurar su supervivencia, esta se logra a través de la

regulacion de los niveles de hierro sistémico e intracelular.

1.2 Absorcion de Hierro intestinal en mamiferos

La absorcién de hierro se define como el transporte desde la luz intestinal hacia la
circulacién a través de los enterocitos. El hierro proviene de la dieta en forma de hierro
heminico y hierro inorganico. La absorcion de ambos se realiza principalmente en el
duodeno y el yeyuno proximal (Mackenzie et al., 2008). El hierro heminico, por ser de
naturaleza hidrofébica puede atravesar las membranas lipidicas por difusién pasiva, sin
embargo se ha demostrado que el transportador de folatos acoplado a protones HCP1
localizado en la membrana apical, media también el ingreso del complejo hierro-
protoporfirina a los enterocitos duodenales (Blanc et al., 2019; Shayeghi et al., 2005). Al
interior de la célula el hemo es catabolizado por la hemoxigenasa HO1 en el puente alfa-
metileno, para generar CO,, Fe?* y biliverdina (Yoshida y Migita, 2000) El hierro liberado
ingresa a una via comun con el hierro inorganico y la biliverdina se convierte en bilirrubina

a través de la biliverdina reductasa (Rafnin et al., 1974)

Por otro lado, la mayoria del hierro dietético inorganico ingresa al tracto gastrointestinal en
forma de hierro férrico pues a pH fisiolégico el Fe?* se oxida. (Miret et al., 2003) El Fe3* que
se produce es menos soluble, por lo tanto, para ser absorbido se reduce a hierro ferroso
por la reductasa férrica DCytb1 (Schlottmann, 2017). Ademas de la actividad reductasa
enddgena de las células, otros componentes de la dieta y factores luminales como el acido
gastrico, el acido ascérbico, y el citrato mantienen el hierro inorganico en un estado soluble
y reducido (Miret et al., 2003). Posteriormente el hierro entra a los enterocitos por el
transportador divalente de metales DMT1 también conocido como: DCT1 /Nramp/Slc11a2,
gue se expresa en la membrana apical. Este transporte estd acoplado al gradiente de
protones (Gunshin et al., 1997; Tandy et al., 2000). Ademds de Fe2* DMT1, se ha demostrado
en ensayos in vitro que DMT1 puede transportar Mn?*, Zn?*, Cu?*, Ni%*, Co?*, Pb?*, Cd?*

(Garrick et al., 2003). El hierro recién absorbido puede ser almacenado en Ferritina o
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exportado y distribuido a los tejidos que lo requieran. PCB1 actia como una chaperona
citosdlica para facilitar la incorporacion de hierro a Ferritina (Shi et al.,2008). Dentro de este
heteropolimero el hierro se almacena en forma de hierro férrico hidratado.

Posteriormente el exporte de hierro a través de la membrana basolateral requiere del
transportador Ferroportina (Donovan et al., 2000) y Hephaestina; una oxidasa multicobre
(Vulpe et al., 1999). Estudios recientes de Chandrika N. et al demostraron en 2018, que el
calcio extracelular es cofactor de la ferroportina para mediar el eflujo (Deshpande et al.,,
2018). El cobre también es requerido para la absorcidon de hierro dado que es un grupo
prostético de Hephaestina (Vashchenko y Macgillivray, 2013) El hierro es oxidado a Fe3* por
accion de Hephaestina y es liberado para ser incorporado a Transferrina sérica. Esta
proteina posee dos sitios de union a hierro (Harris et al., 1975). El hierro férrico unido a
transferrina es la mayor fuente de hierro para las células en tejidos periféricos, cuando
interactia con el receptor de transferrina se endocita (Ponka y Nam, 1999). En el
endosoma, dado el pH acidico el hierro se disocia de transferrina y es exportado por DMT1
al citosol. EL complejo transferrina y receptor de transferrina se recicla y regresa al borde

celular.

Contrario a los enterocitos localizados en el lumen intestinal del duodeno, las células de la
cripta son células inmaduras no diferenciadas, absorben el hierro unido a transferrina en
circulacién, a medida que las células maduran, migran hacia el lumen intestinal y adquieren

caracteristicas absorbentes (Morgan y Oates, 2002)



Hepcidina

Mamiferos Insectos

Figura 1. Mecanismo de absorcidn de hierro. Proceso de absorcion en mamiferos
(izquierda) y en el insecto D. Melanogaster (derecha). Se muestran las proteinas homaélogas
conocidas. La localizacion subcelular de la ferritina difiere entre mamiferos y D.

melanogaster.

1.3 Absorcion de Hierro intestinal en insectos.

Aligual que en mamiferos; asegurar la biodisponibilidad de hierro también es indispensable
para el desarrollo (Gonzalez-Morales et al., 2015). La absorcién de hierro es un proceso
conservado, pero no idéntico. Se han identificado genes con funciones conocidas en el
metabolismo de hierro y a otros se les ha asignado una funcién putativa. El intestino medio
de Drosophila corresponde al intestino delgado en mamiferos estd compuesto por
enterocitos absorbentes en su mayoria y células enteroendocrinas. Consta de un epitelio
simple rodeado de musculo visceral, nervios y traquea. Esta subdividido en regiones
anatémicas con distintas funciones metabdlicas y digestivas (Lemaitre y Miguel-Aliaga,

2013). Es ahi donde se lleva a cabo la absorcion de hierro dietético en Drosophila.

Malvolio , Mvl es el homdlogo de DMTI en Drosophila, solo existe una copia de este gen, se

expresa en el intestino medio, se localiza en el endosoma y membrana plasmatica de los
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enterocitos (Southon et al.,2008). Dos genes homodlogos a DCYTb también han sido
reportados, CG1275 y no extended memory (nemy) (Kamyshev et al., 2002). La mutante
nemy fue identificada como un regulador de la funcién de peptidil-hidroxilasa
monooxigenasa, PHM; una enzima requerida para la amidacion de péptidos (lliadi et al.,
2008). Esta enzima es dependiente de cobre, Dcytb en mamiferos reduce cobre, es por eso
que nemy podria estar implicado en la absorcién de hierro intestinal, pero a la fecha esto

no ha sido elucidado.

Al interior del enterocito el Fe?* recién absorbido puede ser almacenado o exportado a la
hemolinfa, liquido circulatorio analogo a la sangre en vertebrados. Al igual que en
mamiferos, el hierro se almacena en ferritina un heteropolimero con subunidades Hy L
codificadas por los genes Fer1HCH y Fer2LCH respectivamente (Hamburger et al., 2005;
Mandilaras et al., 2013). Sin embargo y a diferencia de estos, donde el eflujo de hierro es
generalmente mediado por el sistema ferroportina/hepahestina, en moscas no se ha
identificado un homologo a ferroportina (Tang y Zhou, 2013), el Unico exportador conocido
en mamiferos. En contraste el hierro es exportado en su mayoria por ferritina. La ferritina
de D. melanogaster es secretada (Hamburger et al., 2005; Mandilaras et al., 2013). El
transportador de zinc ZIP13 media el eflujo de hierro hacia la via secretora para que este se
incorpore a ferritina, subsecuentemente el hierro transportado por ferritina es liberado a
la hemolinfa para uso sistémico pues la perdida de funcién de Zip13 o Ferritina en el

intestino de Drosophila lleva a una deficiencia de hierro sistémico (Xiao etal., 2014)

Si la ferritina en hemolinfa transporta hierro de una célula a otra, podriamos hablar de un
receptor de ferritina. Esto tampoco ha sido estudiado y la pregunta permanece abierta.

Las oxidasas multicobre son proteinas ubicuas que realizan una gran variedad de funciones
ademas de participar en la homeostasis del hierro estan involucradas en pigmentacién,
sintesis y degradacion de lignina, morfogénesis. Poseen multiples centros cobre donde

diferentes sustratos son oxidados.
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El genoma de Drosophila codifica para cuatro genes MCO homdlogos a
Hephaestina/ceruloplasmina (Dittmer y Kanost, 2010). MCO2 es un lacassa, MCO4 no se a
estudiado, MCO1 pensada originalmente como una ferroxidasa ahora se sabe que oxida
ascorbato. A la fecha la Unica ferroxidasa putativa que se cree participa en la absorcién de
hierro intestinal es MCO3 (Wang et al., 2018). El genoma de D. melanogaster codifica para
tres homodlogos de transferrina: Tsf1, Tsf2 y Tsf3 (Tiklova et al., 2010; Yoshiga et al., 1999).
Tsfl es abundante en la hemolinfa (B. Dunkov y Georgieva, 2006). En un articulo reciente
Guiran Xiao et al en 2019 determinaron que Tsfl participa en el trafico de hierro. El
knockdown de Tsfl conlleva a la acumulacion de hierro en el intestino de D. melanogaster
con deficiencias en el cuerpo graso (érgano analogo al higado en vertebrados). Mas aun
Tsf1 derivada del cuerpo graso migra hacia la superficie del intestino (Xiao et al., 2019). Aun
con este descubrimiento importante en el metabolismo de hierro, la pregunta si existe un
gen homologo al receptor de transferrina aguarda investigacion. Hasta ahora no se ha
encontrado ningln homoélogo en las bases de datos de genomas de insectos (Mandilaras et
al., 2013; Tang y Zhou, 2013). Dada la abundancia de la Tsf1 en la hemolinfa pensar en un
sistema de captura suena légico. Si es el caso dos cosas pueden estar ocurriendo: el gen a
divergido mucho en la secuencia que no puede ser reconocido o existe un sistema de

captura para Tsfl que no ha sido elucidado (Mandilaras et al., 2013)

1.4 Ferritina: Estructura, Funcion y Regulacion

Las ferritinas son proteinas ubicuas altamente conservadas que almacenan hierro en su
cavidad, juegan un papel importante en la homeostasis celular del hierro pues este metal
puede generar especies reactivas del oxigeno o a través de la reaccién de Fenton, que donan
macromoléculas. Las ferritinas regulan los niveles de hierro intracelular al secuestrarlo y

almacenarlo en su interior. (Arosio, et al., 2017;Torti, 2002)

La familia de las ferritinas consiste en tres subfamilias, la primera son las ferritinas tipicas
compuestas por 24 subunidades con centro de hierro binuclear, la segunda familia,
comprende las bacterioferritinas, las cuales ademads del sitio hierro binuclear y estar
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compuestas por 24 subunidades poseen el grupo hemo covalentemente unido, finalmente
la tercera familia son las proteinas DPS que se unen al DNA, poseen solo 12 subunidades y
son generadas durante la fase estacionaria. Los procariontes poseen las tres subfamilias

mientras que los eucariontes Unicamente la primera (Bai et al., 2015).

Ferritina Bacterioferritina DPS
12nm 12nm 9nm

Figura 2. Familia de las ferritinas. (A) Estructura de la Ferritina (PDB ID: 1DAT). (B) Estructura
de la bacterioferritina (PDB ID: 2Y3Q). (C) Estructura de la proteina DPS (DNA binding protein
from starved cells) (PDB ID: 1QGH).

Estructuralmente las ferritinas son un complejo multimerico con 24 subunidades que se
ensamblan para formar una esfera de simetria octaédrica con un didmetro de 8-12 nm que
contiene una cavidad central en la cual se forma un nucleo de hierro mineralizado conocido
como ferrihidridta (Fe3*)4-5(0OH,0)12 que puede almacenar hasta 4500 atomos de hierro.
(Arosio, et al., 2017)(Jin et al.,2019)El autoensamblaje de las subunidades es un pre-
requisito para la oxidacién del Fe?* al crear una via de entrada que dirige los dtomos de
hierro hacia el centro catalitico. (Hagen et al., 2017) (Bradley et al., 2017) Las ferritinas estan
compuestas por dos tipos de subunidades: H o “heavy” (22.8 kDa) y L o “light” (20kDa). Son
codificadas por los genes FTH1(Ch.11) y FTL(Ch. 19) respectivamente. (Torti, 2002)

Ambas subunidades poseen una estructura secundaria 5-a-helice. Las hélices A-D
constituyen el nucleo estructural mientras que la hélice E sale del motivo estructural en un

angulo de 60° . Las hélices A-B forman un bucle corto mientras que las hélices B-C forman
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un bucle largo. Ay C junto con la region N- terminal y el bucle B-C estan expuestas afuera
de la superficie mientras que las hélices B y D estan orientadas al interior. Interacciones
hélice-hélice intra e inter subunidad favorecen la estabilidad de la proteina al mismo tiempo
qgue mantienen suficiente flexibilidad para permitir el trafico de hierro dentro y fuera de la

cavidad. (Finazzi y Arosio, 2014)

Las subunidades son genéticamente y funcionalmente distintas, la subunidad H contiene
residuos aminoacidicos conservados que conforman el centro de ferroxidasa, esto es la
regién espacial donde se lleva a cabo la oxidacidn de Fe?* a Fe3*, mientras que la subunidad
L posee grupos acidicos expuestos hacia el interior de la cavidad que facilitan la

mineralizacidén. (Arosio et al., 2017; Bai et al., 2015; Torti, 2002)

La transferencia de hierro dentro de la cavidad ha sido estudiada in vitro. De forma general
mecanisticamente dos atomos de Fe?* se unen a ferritina en las cadenas laterales a través
de grupos carboxilato, estos grupos se alinean en las intersecciones denotadas como 3-fold
channels y los dtomos de Fe?* se desplazan hacia el centro de ferroxidasa en la subunidad
H, es aqui donde ocurre la oxidacién del Fe?* en presencia de Oy como producto se genera
perodxido de hidrogeno que después se consume en otra reaccion de oxido-reduccién en un
centro de ferroxidasa adyacente. Los atomos de Fe oxidados se mueven a la cavidad, se
hidrolizan y comienzan a formar el nucleo mineral. El almacenamiento de hierro es un
proceso reversible pues esta disponible si la demanda celular lo requiere. El mecanismo que
describe la salida de hierro en ferritina, aunque no del todo dilucidado sugiere que los
canales 3-fold también participan. In vitro la salida de hierro ocurre en presencia de agentes
reductores y quelantes. El aumento de la temperatura, incremento en la concentracion de
agentes caotropicos o mutagénesis dirigida en residuos clave también disminuye la
estabilidad de este conducto que media la salida de hierro, de cualquier manera, para que
los atomos de hierro sean movilizados estos deben ser reducidos a una forma soluble Fe?*

(Finazzi y Arosio, 2014)
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Hasta ahora la maquinaria celular responsable de la reduccién de hierro que esta presente
en la cavidad de ferritina no ha sido identificada, se desconoce también si el proceso es
regulado. Si el mecanismo no fuera controlado esto significaria que la oxidacién de ferritina
producto de una alteracion fisiolégica (e.g. que se libere el hierro) podria repercutir en la
eliminacidn de la apoferritina, pues en mamiferos las proteinas oxidadas se degradan por
el proteosoma. (De Domenico et al., 2006; Raynes, et al., 2016) demostré la oxidacion de
ferritina in vitro por la subunidad protesomal 20S. Por otro lado, estudios con células de
mamiferos han demostrado que el hierro se libera por degradaciéon de ferritina
especificamente en los lisosomas cuando son tratados con diferentes quelantes de hierro.
(Asano et al., 2011) Esto permitiria proteger los organelos celulares del potencial dafo.
Otros reportes a nivel proteomico identificaron a NCOA4 (receptor nuclear co-activador 4)
como una proteina cargo que media el transporte de ferritina al autofagosoma. En conjunto
las diferentes vias de degradacién son reclutadas para liberar el hierro de ferritina,
posiblemente dependiendo del tipo de célula y/o las condiciones fisioldgicas. (Goralska et

al.,2005)
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Figura 3. (A) Estructura de la ferritina humana 24 mer PDB ID: 2FHA. (B) Estructura del
monomero H, las 5 helices (A-E) denotadas como corresponde. (C) (D) (E) (F) Representan
los cuatro tipos de interfaces: 4-fold channels, 3-fold channels, 2-fold channels y 3-4 fold

channels que se forman durante el auto ensamblaje de la proteina.

En mamiferos las ferritinas tienen localizacién mitocondrial, nuclear y citoplasmatica. La
ferritina mitocondrial es codificada por el gen nuclear FTMT, genes homdlogos han sido
identificados en plantas, insectos y algunos mamiferos. Posee expresidn tejido especifico
preferencialmente en testiculos, particularmente en células con alto consumo de oxigenoy
actividad metabdlica. Estructuralmente es analoga a la subunidad H de la ferritina humana.
(carpeta mitocondria (Guaraldo et al., 2016; Missirlis et al., 2006)La ferritina nuclear es
producto del mismo gen que codifica para la ferritina H-citosdlica, (Surguladze et al., 2005)
no posee secuencia de localizacidon nuclear caracteristica, la translocacion nuclear parece
estar mediada por una chaperona; ferritoid, aunque esta proteina tiene expresién limitada

a células endoteliales de la cérnea (Millholland et al., 2003) o bien por modificaciones post-
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traduccionales como la O-glicosilacion. Funcionalmente la presencia de la ferritina en el
nucleo plantea la posibilidad de: conferir proteccion al DNA del estrés oxidante, unién al
DNA y mediar la regulacidn transcripcional de ciertos genes (Surguladze et al., 2005). La
ferritina citosélica por otro lado se ensambla con las dos subunidades: H y L, existe un
control transcripcional de los genes de ferritina que influencia la proporcién de cadenas H
a L en los diferentes tipos celulares (Arosio et al., 2017; Bai et al., 2015; Finazzi y Arosio,
2014; Torti y Torti, 2002). Por ejemplo, en tejidos como el higado o el bazo donde el hierro
es principalmente almacenado predominan subunidades L (Harrison, 1986), en el corazén
o los rinones donde el hierro mayoritariamente se oxida abundan complejos con
subunidades H. Pequefias cantidades de ferritina estan presentes también en suero, esta
ferritina almacena poco hierro, estd compuesta mayoritariamente por subunidades L y es
parcialmente glicosilada (Wang et al., 2010). Muchos aspectos de la ferritina en suero
incluido el origen y mecanismo de secrecion, se desconocen. Trabajos recientes apuntan
gue se secreta principalmente por macréfagos a través de una via secretora no
convencional que involucra autofagosomas secretores (Cohen et al., 2010). Es usada como
marcador clinico de la cantidad de hierro en el cuerpo, se eleva en condiciones como exceso
de hierro e inflamacién (Wang et al., 2010). Otras funciones para la ferritina han sido
sugeridas, incluyendo rol en inmunidad y autoinmunidad, metabolismo lipidico, en el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida o en enfermedades como Parkinson o Alzheimer
se han reportado incrementos en la expresion de los niveles de ferritina y la concentracién

de hierro férrico (Drakesmith et al., 2005; Jellinger et al., 1990; Rockfield et al., 2018)

La inactivacién de la subunidad H es letal para el desarrollo embrionario, mientras que la
inactivacion condicional en ratones adultos no lo es. Aun asi la perdida de esta subunidad
genera mayor sensibilidad al exceso de hierro y al dafio oxidante. Para la subunidad L sin
embargo cinco enfermedades han sido identificadas resultado de mutaciones en este gen.
Estas patologias incluyen: hiperferritinemia hereditaria con sindrome de catarata,
neuroferritinopatia, hiperferritinemia benigna, deficiencia autosémica dominante de L-

ferritina y deficiencia autosémica recesiva de L-ferritina. Cabe senalar que la deficiencia en

17



la subunidad L no afecta la homeostasis del hierro o incrementa el dafio oxidante. (Kato et

al., 2001)

Ferritina no solo secuestra el hierro en su cavidad, los niveles de hierro labil también regulan
la ferritina intracelular. Esta regulacion de ferritina dependiente de hierro es un mecanismo
post-transcripcional mediado por el sistema IRP/IRE (Anderson et al., 2012). Cuando los
niveles de hierro son bajos la sintesis de ferritina cesa inversamente cuando los niveles de
hierro son altos hay un incremento en la sintesis de las subunidades. Esto ocurre a través
de la interaccidn entre una proteina de uniéon a RNA conocida como IRP (Iron-responsive
element-binding protein) y la porcién 5’ no traducida de los transcritos de las subunidades
H y L en una regién denominada IRE (Elemento de respuesta a hierro) que tiene una
estructura secundaria tallo bucle. Una estructura IRE canonica esta compuesta por un bucle
apical de 6 nt (5'-CAGWGH-3’) donde W puede representar una A (adenina) o U (uracilo) y
H representa A, U o C (citocina) en un tallo de 5 nucleotidos pareados, ademads de una C no
apareada que genera un pequefio bucle asimétrico y pares de bases adicionales en la parte

baja del tallo de longitud variable (Campillos et al., 2010)

Existen dos proteinas IRP, IRP1 e IRP2 que se unen a esta estructura secundaria, aunque son
regulados de manera distinta. IRP1 es una proteina de identidad dual, cuando el hierro es
abundante esta en forma de aconitasa citosdlica con un cluster [Fe-S] cubano mediando la
conversion de citrato a isocitrato y los transcritos de ferritina son traducidos
eficientemente. Sin embargo, cuando el hierro es escaso el cluster se desensambla de Ia
aconitasa (e.g) adquiere una conformacidn abierta y puede unirse al IRE para inhibir la
traduccién de las subunidades Hy L. En contraste IRP2 es regulado por degradacién; cuando
lo niveles de hierro son escasos IRP2 esta en forma abundante y unida al IRE, pero es
degradada rapidamente cuando el hierro esta en exceso. Aunque ambas proteinas se unen

al IRE existe evidencia que pueden tener funciones tejido-especifico (Anderson et al., 2012).
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Figura 4. Regulacion post-transcripcional de ferritina por el sistema IRP/IRE. En bajas
concentraciones de hierro las proteinas IRP1 e IRP2 estan unidas a la secuencia IRE de los
transcritos H y L inhibiendo la traduccidn de las subunidades. En altas concentraciones de
hierro, IRP1 estd en forma de aconitasa citosdlica mientras que IRP2 es degradada, y los

transcritos son traducidos eficientemente.

1.5 Ferritina en insectos

Las ferritinas en insectos son proteinas secretadas en su mayoria, al igual que en mamiferos
estdn compuestas por dos subunidades. La subunidad H codificada por el gen homologo
Fer1HCH (Ferritin 1 heavy chain homologue) y la subunidad L por el gen homologo Fer2LCH
(Ferritin 2 light chain homologue). (Pham y Winzerling, 2010) A diferencia de los
vertebrados los genes que codifican para ferritina en Drosophila melanogaster se
encuentran en el mismo cromosoma, en una organizacién “head to head” compartiendo
regiones regulatorias (Aprox 400 pares de bases que se superponen). (dunkov et al) (deron
et al) Esta organizacion es conservada en otras especies de Drosophila, mariposas y
mosquitos. Esto favorece la regulacién coordinada de genes relacionados y co expresados

(Figura 5) (Chen et al., 2014).
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Figura 5. Organizacion genética de los genes de ferritina en D. melanogaster. 3er
Cromosoma. Los genes que codifican para ambas subunidades; Fer1HCH y Fer2LCH estan
en una orientacién “head to head”. Comparten regiones regulatorias aprox 400 pb. El

factor de transcripcién no ha sido identificado aun.

Las subunidades son glicosiladas y se localizan en el reticulo endoplasmico y hemolinfa. Son
sintetizadas con un péptido sefial que las dirige a la via secretora. Ademas de almacenar
hierro en su cavidad las ferritinas en Drosophila juegan un papel muy importante en el
transporte de hierro y respuesta inmune en defensa a patégenos.(Pham y Winzerling, 2010;

Zhang et al., 2006)

Hasta la fecha la Unica estructura cristalografica de una ferritina secretada se obtuvo en
2005 por Hamburguer et al. a partir de Trichoplusia ni (oruga de la col) con una resolucién
de 3.1 A (Figura 6). El complejo multimerico estd formado por 12 subunidades H y 12
subunidades L organizadas con una simetria tetraédrica en contraste con las ferritinas de
mamiferos que poseen estructura octaédrica y diferente proporcidon de subunidades.

(Hamburger et al., 2005)
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Figura 6. Estructura de T. ni, una ferritina secretada con arreglo simétrico de 12 subunidades
Hy 12 subunidades L. (A) Diagrama de listdn que muestra las subunidades H en verde con
los iones Fe3* en los centros de ferroxidasa en rojo. En azul las subunidades L. (B) Puentes
disulfuro formados intra e inter subunidad estdn mostrados en color magenta. La region N-
terminal de cada subunidad se extiende hacia afuera del nucleo estructural y forma un
puente disulfuro con una subunidad no adyacente de tipo opuesto. Las hélices A-E estdn

denotadas en verde para la subunidad H y en azul para la subunidad L..

La simetria tetraédrica de la estructura esta formada por dos tipos distintivos de 3-fold
channnels. Los canales formados exclusivamente con subunidades L poseen iones
coordinados que forman el sitio de nucleacién del metal. Los poros creados por canales
formados por subunidades H, estan relativamente abiertos y proveen un camino que dirige
los 4tomos de Fe?* hacia el sitio catalitico o centro de ferroxidasa. (Hamburger, et al., 2005)
La estructura secundaria en T. ni, también es parecida a la estructura secundaria de otras
ferritinas en vertebrados. El nucleo estructural posee 5- a-helices: A-E. Una notable
diferencia es la extensidn de 10 a 20 pares de bases en la regién N-terminal en ambas
subunidades. Estas extensiones Unicas de ferritinas secretadas forman bucles extendidos

que forman puentes entre subunidades adyacentes. (Hamburger, et al., 2005)
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Como en vertebrados el sistema IRP/IRE estd presente en la mosca (Rotherberg et al). El
genoma de Drosophila no codifica para el gen IRP2, pero existen dos genes IRP1: IRP1A e
IRP1B, solo IRP1A tiene una funcion dual como en vertebrados, IRP1B se cree que sélo actua
como aconitasa. (Lind et al., 2006) Una estructura IRE funcional esta presente en la region
5’ del transcrito de FerlHCH (Dunkov y Georgieva, 1999) En contraste los transcritos de
Fer2LCH no tienen una secuencia IRE presente, pero se ha observado co-regulacién de las
mismas (Georgieva et al., 2002). Muy recientemente Huynh et al.,, 2019 hizo un
descubrimiento fundamental al demostrar que IRP1 en su forma apo se transloca al nucleo
donde parece regular a la baja genes implicados en el metabolismo de hierro (Huynh et al.,

2019).

2. ANTECEDENTES

Uno de los primeros acercamientos para estudiar el ensamblaje de ferritina ex vivo surgio
en 2007 con Missirlis et al 2007 con la cepa FerlHCH®!88/*, Esta linea se generé mediante
un exon movible que codificaba para la proteina verde fluorescente y era transportado por
un elemento P insertado en la secuencia endégena del gen Fer1HCH (Morin et al., 2001)
después de un extenso screening se eligié esta cepa pues la insercion de la proteina GFP no

modificaba la localizacién enddgena de la subunidad H (Figura 7).

ag |GT AG |at
FerTHCH 3 4

[ et

péptido sefial
ATG

R I

mRNA Fer1HCH G158
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Figura 7. Organizacién gendémica de la cepa Fer1HCH®8¥/* La insercién gendmica del
elemento P que contenia la proteina GFP se muestra en un tridngulo gris. Los recuadros
amarillos representan las regiones UTR y los recuadros azules los ORF. Después de que el

péptido sefial se remueve, la GFP se queda en la parte N-terminal de Fer1HCH.

Moscas silvestres y moscas heterocigotas Ferl1HCH®88/* fueron cargados en geles de
poliacrilamida en condiciones reductoras y las subunidades Fer1HCH y Fer2LCH detectadas
con anticuerpos peptidicos anti-Ferl1HCH y anti-Fer2LCH (Figura 8). Para las moscas con
genotipo FerlHCH®!88/+ |os resultados indicaron dos bandas, una con un peso molecular
aproximado de 23 kDA y la otra en 50 kDA consistente con la suma de la etiqueta de GFP
de 27kDA. Las subunidades Fer2LCH no cambiaron comparadas con el control silvestre.
Posteriormente se determind si estos mondmeros etiquetados formaban parte del
complejo multimerico. Los mismos extractos anteriormente usados se cargaron en geles de
poliacrilamida en condiciones no reductoras. En moscas silvestres una sola especie de
ferritina migro cercana a la ferritina de higado de ratén usada como control. En los extractos
de moscas Fer1HCH®!88/* varias bandas de mayor peso molecular fueron detectadas, con
esto se validé que se formaban polimeros de ferritina en estas moscas y que las diferentes
bandas reflejan distintas proporciones de subunidades FerlHCH Y GFP-FerlHCH
incorporadas el complejo. No se detectaron complejos enddgenos formados Unicamente
por subunidades FerlHCH y Fer2LCH en la linea FerlHCH®!88/* confirmando que los
polipéptidos fusionados generan complejos funcionales. Finalmente se preguntaron si los
polimeros que incorporaban las subunidades GFP-Ferritina almacenaban hierro. Las moscas
se alimentaron con hierro radioactivo >>Fey se reveld una placa de un gel corrido en paralelo

que demostré la incorporacion de >°Fe en los complejos de ferritina etiquetados con GFP.
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Figura 8. Caracterizacién de la cepa Fer1HCHS8/* (A) Extractos proteicos de moscas
silvestres (+/+) y moscas Fer1HCH®8%/* fueron cargados en geles en condiciones reductoras.
Western blots revelados con anti-FerlHCH y anti-Fer2LCH. (B) Extractos proteicos
provenientes de higado de ratén, moscas silvestres y moscas Fer1HCH®!88/* cargados en
geles en condiciones no reductoras. (C) Auto radiografias de los geles corridos en paralelo.
24 horas antes las moscas se alimentaron con 55FeCls-NTA. Las mismas especies de mayor
peso molecular se observan en el genotipo Fer1HCH®%'88/* confirmando que los polimeros

funcionales incorporan GFP-Ferritina.

La expresion de ferritina es abundante en la parte media del intestino de Drosophila y en
otras especies de insectos, esta expresion es inducida por la presencia de hierro dietético.
por lo que se evalud también si el patrén de expresién de GFP-Fer1HCH era similar a las
proteinas no etiquetadas. En la Figura 9, se observa que GFP ferritina es prominente en la

parte media del intestino conocida como region de hierro y que al afiadir hierro en la dieta
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(5mM de citrato férrico de amonio) hay induccién de ferritina en la regién anterior ademas

de conservar la expresion constitutiva en la parte media.

Células Garland
‘ Dieta Normal

Induccion de Region
GFP-Ferritina de hierro
en intestino

O Células Garlandgt

-

Region
Anterior

Figura 9. Expresion de GFP-Ferritina en el intestino de larvas de D. melanogaster. GFP-
Ferritina se expresa fuertemente en la regién de hierro en condiciones normales. (Abajo)
GFP-Ferritina se induce en la parte anterior del intestino y prevalece en la regién de hierro
cuando se afade hierro a la dieta. La herramienta genética disefiada recapitula la expresidn

de las subunidades enddgenas previamente reportada. Imagen no publicada.

Finalmente, Missirlis y colaboradores se enfocaron en la regiéon anterior para evaluar la

temporalidad en la induccion de ferritina a nivel subcelular (Figura 10)
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Figura 10. Curso temporal de la induccién de ferritina en la regidn anterior en verde
GFP-FerlHCH, en rojo Fer2LCH. (G) Una hora antes del pulso de hierro las subunidades
tienen baja expresién. (H) Una hora después del pulso de hierro hay fuerte induccion
de ambas subunidades, aunque en diferentes compartimentos subcelulares. GFP-
Ferritina se localiza en el reticulo endoplasmico mientras que Fer2LCH en vesiculas del
Golgi. () Cuatro horas posteriores al pulso de hierro es posible visualizar la

colocalizacidon de ambas subunidades en el Golgi.

En los enterocitos de la regidn anterior ambas cadenas fueron tefiidas antes de afadir hierro
dietético, las subunidades se expresan en bajos niveles (Figura 10 G), una hora después del
pulso de hierro GFP-Ferritina es detectada en lo que parece ser el reticulo endoplasmico,
pero las subunidades L estan presentes en el Golgi sin la presencia de GFP-Ferritina (Figura
10 H). En contraste cuatro horas posteriores al pulso de hierro ambas subunidades son
fuertemente inducidas y solo estan presentes formando un complejo pues se observa total

colocalizacion (Figura 10 I).
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Con estas observaciones se concluyé que las subunidades de ferritina son: modificadas en
compartimentos vesiculares distintos antes de ensamblarse para formar un complejo, al
compartir regiones regulatorias puede existir co-regulacién post-transcripcional que
modaule el proceso de ensamblaje y controle la proporcién de las cadenas para asegurar las
mismas cantidades y que existan modificaciones post-traduccionales que antecedan la

formacién del complejo.

Para probar esta hipdtesis, Rosas-Arellano et al en 2016 diseiiaron la construccién UAS-
mCherry-Fer2LCH. La proteina fluorescente mCherry se inserté en la region N-terminal justo
después del sitio de corte predicho de la secuencia del péptido sefal. Se diseiié una
construccion con base en el sistema Gal4 para inducir a UAS-mCherry-Fer2LCH rio abajo del
UAS de forma dependiente de hierro con el driver Fer2LCH"P47%3-Gal4 (Figura 11). Primero
se evaluo si este recapitulaba la expresion endogena de las subunidades en el intestino de
larvas, especificamente en la regidn anterior. Estas moscas se cruzaron con moscas
Fer1HCH®88/*, UAS-stinger-RFP. En la progenie fue posible monitorizar ambas subunidades,
la marca verde fluorescente proveniente de la GFP-Ferritina enddgena y la marca roja
fluorescente nuclear proveniente del transgén Fer2LCHNP4763-Gal4/UAS-mCherry-Fer2LCH.
En condiciones limitantes de hierro (200 uM BPS) Fer2LCHNP4763-Gal4 se expresa en la region
de hierroy en la regién posterior. Cuando se afiade 1mM de citrato ferrico de amonio (FAC)
a la dieta hay induccion de Fer2LCH"P4763-Gal4 en la regién anterior, y las mismas células
expresan también GFP-Ferritina del promotor endégeno, ademas la expresion en la regién

de hierro y la regidn posterior prevalece.
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Figura 11. Patrén de expression del driver Fer2LCH"?4763-Gal4 en el intestino de larvas de
tercer estadio. (a) Larvas del genotipo: Fer1HCH®88/Fer2L CH"P47°3-Gal4, UAS-stinger-RFP
fueron crecidas en una dieta con 200uM de BPS (sulfato de batofenantrolina que es un
guelante especifico de hierro). La abreviacion AM corresponde a la regidn anterior; IR,
region de hierro y PIR, regidn posterior. Todas las células de la regidén de hierro denotadas
por la marca verde fluorescente proveniente de moscas Fer1HCH®8/*también expresan la
marca roja fluorescente nuclear (stinger-RFP) derivada de la traduccién del factor de
trancripcion Gal4 por activacion del promotor enddgeno. Esta proteina tambien se expresa
en la regién posterior. (b) Larvas del mismo genotipo: Fer1HCH®8/Fer2 CHNP4763-Gal4,
UAS-stinger-RFP fueron crecidas en una dieta suplementada con 1 mM de FAC. En la region
anterior se observan ambas marcas fluorescentes, en esta region existe induccién de
ferritina en respuesta al hierro por lo que el driver Fer2LCHVP4763-Gal4 recapitula la

expresion de las subunidades enddgenas.

Después de validar el driver, este se «cruzé para obtener las moscas
Fer1HCH®*8/Fer2L CHNP4763-Gal4, UAS-mCherry-Fer2LCH. Se disectaron intestinos de larvas
en tercer estadio, y se realizaron imagenes por microscopia confocal a una magnificacién
63x para determinar la localizacidon subcelular de las subunidades de ferritina en los
enterocitos. En la Figura 12 a se muestra una célula representativa de la regidn de hierro
con pocas vesiculas visibles confinadas a la zona perinuclear, estas vesiculas contienen

ambas subunidades etiquetadas, hacia la periferia se observa también la induccién de las
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dos subunidades, aunque en compartimentos distintos. En la Figura 12 b se muestra un
enterocito de la regidon anterior, las subunidades no colocalizan a pesar de la induccidn de
ferritina en respuesta al hierro. Estos resultados sugieren que los monomeros mCherry-

Fer2LCH no estaban siendo incorporados en la mayoria de los complejos de ferritina.

- GFP-Fer1HCH containing vesicle

mCherry-Fer2LCH containing vesicle

—>» coassembly of subunits possible

anterior region enterocyte
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Figura 12. Enterocito de la region de hierro (a) y la regién anterior (b) a una magnificacion
63x . Imagen obtenida por microscopia confocal. N denota el nicleo marcado con DAPI y
C denota el citoplasma. En verde GFP-FerlHCH, en rojo mCherry- Fer2LCH. Larvas del
genotipo: Fer1HCH®8/Fer2L CHNP4763-Gal4, UAS-mCherry-Fer2LCH fueron crecidas en
una dieta suplementada con 1 mM de FAC. (a) Compartimientos con ambas subunidades
se observan en la regién perinuclear exclusivamente, hacia la periferia las subunidades

aparecen en distintos compartimentos. (b) No hay colocalizacion de las subunidades.

Para observar los complejos de ferritina cargados con hierro, extractos proteicos de moscas
gue expresaban GFP-FerlHCH o mCherry-Fer2LCH fueron cargados en geles en condiciones
no reductoras, estos se tifieron con Azul de Coomasie para revelar las proteinas y con Azul
de Prusia para revelar la presencia de hierro férrico (Figura 13). La dos primeras lineas en
(a) representan: el control silvestre con una sola banda muy prominente, y la proteina
fusién GFP-Ferritina de las moscas Fer1HCH®8%/* donde se evidencian especies de mayor
peso molecular que hacen referencia a subunidades H etiquetadas con GFP formando parte
del complejo. El hierro férrico se acumula en estos dos tipos de complejos. En el tercer carril
se probd la linea Fer2LCHVP4763-Gal4, UAS-mCherry-Fer2LCH, aparecen especies moleculares
de mayor peso aunque en menor abundancia en comparacion con el genotipo Fer1HCH®188
indicando que complejos de ferritina ensamblados estaban presentes, sin embargo, las
especies mas abundantes en esta linea y en el carril cinco Fer2LCH NP?°92-Gal4 (otro driver),
UAS-mCherry-Fer2LCH eran las ferritinas con subunidades enddégenas. Mas aun en estas dos
lineas solo los complejos silvestres almacenaban hierro en su cavidad. (b) Estos resultados
junto con las imagenes de confocal indicaban que el problema residia en la formacion del
complejo y que la ferritina funcional en estas moscas no tenia subunidades mCherry-

Fer2LCH incorporadas.
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a Protein stain (Coomassie Blue b Iron stain (Prussian Blue)
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Figura 13. Extractos proteicos de moscas obtenidos a partir de los siguientes genotipos: wild
type; Fer1HCHS88/*; Fer2l CHNP4763-Gal4, UAS-mCherry-Fer2LCH; Fer2LCHNP4763-Gal4, UAS-
GFP-Fer1HCH vy Fer2LCHNP?692-Gal4, UAS-mCherry-Fer2LCH, respectivamente. (a) Tincién
con Azul de Coomasie en condiciones no reductoras. Las proteinas endogenas estan
denotadas por un solo asterisco. Especies de mayor peso molecular denotadas por tres
astericos aparecen en los Ultimos tres carriles incluyendo en el genotipo Fer1HCH®88/*, (b)
Tincion con Azul de Prusia en condiciones no reductoras. Extractos proteicos de los
genotipos anteriores se cargaron en el gel. A excepcién de FerlHCH®'8/* |os Unicos
complejos multimericos que almacenan hierro son aquellos que incorporan las subunidades

enddgenas.

Una pregunta evidente era si la insercion de mCherry afectaba el proceso de plegamiento
de las subunidades de ferritina y por ende la formacién del complejo funcional. Para validar

esta linea de pensamiento se generaron las siguientes moscas transgenicas: UAS-GFP-
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Fer1HCH en esta linea GFP se insertd en la misma posicidn que se encuentra en las moscas
Fer1HCHS18, Las moscas Fer2LCH"P47%3-Gal4, UAS-GFP-Fer1HCH no produjeron complejos
de ferritina cargados con hierro en donde hubiera subunidades H etiquetadas con GFP
derivadas del transgene UAS-GFP-Fer1HCH, este genotipo acumulo complejos de ferritina
endogenos (Figura 13). La siguiente figura representa una hipdtesis que explica como la
temporalidad en la expresion de UAS-GFP-Fer1HCH y UAS-mCherry-Fer2LCH es la causa por
la cual no se observan complejos de ferritina con estos monomeros fusionados. La hipétesis
anterior se validd y los experimentos planteados, asi como la légica detrds pueden ser

revisados (Rosas-Arellano et al., 2016)
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Figura 14. (a) Representacién esquemdtica de un enterocito en la regién anterior, una hora
después del pulso de hierro de la cepa Fer1HCHS!88/*  Las células sensan el hierro en el
citosol, se induce la transcripcion de las subunidades de ferritina en tandem, dos vesiculas
estan presentes unas contienen subunidades Fer2LCH endogenas, otras Fer1HCH y GFP-
Fer1HCH. Estas subunidades se ensamblan rapidamente para formar un complejo 24 mer.

En la via secretora el transportador ZIP13 media el transporte de hierro a las vesiculas. (b)
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Representacion esquematica de un enterocito en la region anterior una hora después del
pulso de hierro de la cepa Fer2LCH"P47%3-Gal4, UAS-mCherry- Fer2LCH. Igual que en la
representacion anterior las células sensan el hierro en el citosol, se induce la transcripcion
de las subunidades FerlHCH y Fer2LCH Unicamente, también hay induccién del factor de
transcripcion Gal4 que migra hacia el nucleo para reconocer la secuencia UAS. Cuando inicia
el proceso de ensamblaje Unicamente las subunidades FerlHCH y Fer2LCH enddgenas son
incorporadas al complejo y las subunidades L etiquetadas con mCherry no se incorporan.
Tiempo después cuando se sintetizan las subunidades mCherry-Fer2LCH no quedan
subunidades H con que interactuar o el proceso ha concluido. Por lo que se observan

vesiculas con distinta localizacién subcelular.
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3. JUSTIFICACION

Para ejercer su funcion bioldgica la mayoria de las proteinas se ensamblan en complejos, ya
sea en forma de homomeros (multiples copias de un solo tipo de subunidad) o heteromeros
(dos o mas cadenas polipeptidicas distintas). Para formar los complejos las subunidades
deben interactuar eficientemente de forma especifica y dindmica. La ferritina es un
heteropolimero compuesto por dos subunidades que en D. melanogaster se ensambla por
12 dimeros FerlHCH-Fer2LCH. Actia como almacén intracelular para regular los niveles de
hierro y proteger a las células del exceso del mismo. Debe existir una cooperacién
estructural entre ambas subunidades mediada por interacciones inter e intra subunidad.
Acercamientos previos que estudiaron el mecanismo de ensamblaje de ferritina valiéndose
de etiquetas de proteinas fluorescentes incorporadas a la secuencia endégena de una de
las subunidades que codifican para la proteina FerlHCH®!®® sugieren que en un evento
previo a la formacidn del complejo las subunidades Hy L se encuentran en compartimentos
subcelulares distintos. Sin embargo el uso del sistema Gal4/UAS para mediar la induccion
de la construccidon mCherry-Fer2LCH trajo consigo un problema de retraso temporal que
impidio la incorporacion eficiente de estas subunidades en los complejos endogenos de
ferritina. Debido a lo anterior y para visualizar el proceso de ensamblaje ex vivo en tiempo
real, proponemos utilizar una nueva construccion mKate2-Fer2LCH generada mediante la
tecnologia CRISPR-Cas9 que incorpora una proteina fluorescente a la secuencia endégena
de Fer2LCH. Con esto buscamos elucidar si las dos subunidades de ferritina son
almacenadas y procesadas en diferentes compartimentos vesiculares antes de formar parte

del complejo funcional final.
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4. HIPOTESIS

El ensamblaje de ferritina en el epitelio intestinal de D. melanogaster es un proceso gradual
y regulado, en el cual las subunidades que conforman el complejo proteico son previamente

procesadas en compartimentos subcelulares independientes.

5. OBIJETIVOS

5.1 Objetivo General

Incorporar una etiqueta de proteina fluorescente a la secuencia enddgena de Fer2LCH para
visualizar el curso temporal del proceso de ensamblaje de ferritina ex vivo, mediante un
modelo de induccién dependiente de hierro en el enterocito intestinal de larvas de D.

melanogaster.

5.2 Objetivos Especificos

1. Generar moscas mKate2-Fer2LCH mediante CRISPR-Cas9.

2. Obtener moscas transheterocigotas que contengan ambas subunidades de ferritina

marcadas con etiquetas fluorescentes distintas.

3. Inducir la expresion de ferritina tras un pulso de hierro y cultivar intestinos de larvas de

D. melanogaster ex vivo para obtener imagenes en tiempo real del ensamblaje.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cepas de Drosophila.

Las diferentes cepas de D. melanogaster fueron mantenidas en alimento estandar que
contiene: agar (6.5%), levadura (40.9%), piloncillo (51.2%), grenetina (1.1%) y acido
propidnico (0.1%). Se mantuvieron en una incubadora a 24°C. La cepa control fue la white*
isogénica construida en el laboratorio (Tejeda-Guzman et al. 2018). La cepa Fer1HCH®88/*
es una linea transgénica que contiene la proteina verde fluorescente en la secuencia

endoégena del gen FerlHCH (Missirlis et al. 2007). Lla cepa w, +

Fer2LCH—mKate2—loxP—mw—loxP
TM6,Th

estirpe A y B, es una linea transgénica creada por CRISPR-

Cas9 recibida desde el Instituto de Enfermedades Genéticas en Francia por el Dr. Zvonimir
Marelja. La cepa y, w, P(y+ cre) que expresa la cre recombinasa fue recibida del Dr. Ralf
Stanewsky de la Universidad de Minster en Alemania. La cepa Df(3R)fer/TM3, KrGFP, Sb
que deleta ambas subunidades de ferritina fue descrita previamente (Gutiérrez et al. 2013).

La cepa doble balanceadora (Figura 21) se cred en el laboratorio previamente.

6.2 Geles de acrilamida en condiciones no reductoras.

Se recolectaron 30 moscas adultas de 3-5 dias de nacidas en un tubo Eppendorf de 1.5 mL.
Se agregd 130 uL de buffer de lisis y se homogenizd con pistilos, se centrifugd a 14000 rpm
12 min a 4 °C. Se recolectd el sobrenadante en un tubo nuevo. Se centrifugd a 5000 rpm 5
min a 4 °C y nuevamente se recolecté el sobrenadante. Se agregd buffer de carga
correspondiente a la mitad del sobrenadante colectado. Se prepararon geles de
poliacrilamida al 6% (H,0, 30 % mix de acrilamida, 1.5 M Tris pH 8.8, 10 % SDS, 10 %
persulfato de amonio, TEMED). Del extracto anterior se cargaron dos geles en paralelo, uno
con 25 ul por carril y otro con 10 L por carril. Los geles se corrieron a 80V durante 1 hora.
Finalizada la corrida. El gel cargado con 10 pL de extracto por carril se incubd en solucién
de fijacion (30 % etanol, 10 % 4cido acético) durante 4 horas en agitacion, posteriormente

se incubd con Azul de Coomasie toda la noche. Se realizaron tres lavados con agua Mili-Qy
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se reveld. El gel cargado con 25 uL de extracto por carril se incubé con Azul de Prusia (2%
hexacyanoferrato de potasio y 2% HCI) durante 4 horas en agitacién posteriormente se
realizaron tres lavados con agua Mili-Q y se dejé toda la noche. Al dia siguiente se tomo la

fotografia.

6.3 Imagenes por microscopia.

Se disectaron intestinos de larvas en tercer estadio (crecidas en distintas dietas descritas en

Fer2LCH—mKate2—loxP—mw—loxP
TM6,Th

el texto) de las cepas i) white* i) w; +; y iii) Fer1HCH®188/* en

PBS al 1X. Se fijaron con Paraformaldehido al 4% durante 20 minutos en frio. Después se
lavaron con PBS 1X tres veces y se agregd una gota de medio de montaje VECTASHIELD con
DAPI. Todas las muestras fueron observadas en el microscopio confocal LEICA TCS SP8

(Lanse Cinvestav).

6.4 Extraccion de ADN

Se colocaron 20 moscas en un tubo eppendorf de 1.5mL a 4 °C, se homogenizaron con un
pistilo en 100 pL de Buffer A (100 mM Tris HCL PH 7.6, 100 mM EDTA ,100 mM NaCl y 0.5%
SDS) posteriormente se incubaron 15 minutos en hielo. Se afiadié 200 puL de 1.5 M KAc y se
mezcld en vortex. Se incubd durante 10 minutos a 4 °C. Enseguida se centrifugé a 15000
rpm durante 10 minutos en temperatura ambiente. Se transfirid 250 ul del sobrenadante a
un nuevo tubo. Se afiadié 150 pL de isopropanol y se mezcld en vortex. Se incubd 5 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugdé 5 minutos a temperatura ambiente.
Se lavé el botdn celular con 70 % de Etanol. Se dejé evaporar el Etanol durante 10 minutos
y finalmente se resuspendid el botdn celular en 30 pyL de agua DEPC. Se cuantificé la
concentracion de ADN en un espectrofotémetro de microgota NanoDrop® ND-1000 (Lanse

Cinvestav).
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6.5 Reacciones de PCR.

Disefio se oligonucleétidos

Se disefaron los siguientes oligonucleétidos para verificar las regiones N y C-terminal de la

construccion mKate2-Fer2LCH.

Secuencia Direccidn
5’-CAGTAAACCGTCGACATG- 3’ 1_Forward
5’-GCCGTACATGAAGCTGGTAG-3’ 2-Reverse
5’-GCTCAGGGTCTAGTGAATATTG -3’ 3_Forward
5’-CTGCTTCTGCAGATACTCG-3’ 4_Reverse

Tabla. Oligonucleétidos disefiados para verificar las regiones N y C-terminal de la

construccion mKate2-Fer2LCH.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador marca Veriti de Applied
Biosystems. Los productos de PCR se amplificaron con Tag-Polimerasa Platinum de
Invitrogen bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacién inicial 94 °C por 2 minutos.
Posteriormente 30 ciclos: Desnaturalizacién 94 °C por 30 segundos , alineamiento 55 °C por

30 segundos y extensidn 72 °C 1 min/kb.

6.6 Reaccidn de ligacion.

Se aislaron los productos de PCR de 2.8 kB con el kit QlAquick Gel Extraction. Se
cuantificaron en un espectrofotdémetro de microgota NanoDrop® ND-1000 (Lanse
Cinvestav). La reaccién de ligacién se prepard en hielo con los siguientes componentes:

inserto 37.5 ng, vector 50 ng (pJet 1.2) , buffer de exonucleasa 2 uL, T4 ligasa 1uL . El
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volumen de reaccion final se llevé a 20 L. En un tubo de 1.5 mL se adicionaron todos los
componentes. Se incubd la reaccién a temperatura ambiente durante 2 horas. Al terminar
la incubacion se inactivo la enzima con calor a 65 ° C durante 10 minutos. Se transformo 5

pl de reaccién en 50 pl de células XL10-Gold® ultracompetentes.

6.7 Transformacion Bacteriana.

Se afiadio 5 pl de reaccidn de ligacion a 50 ul de células XL10-Gold® ultracompetentes. Se
incubaron en hielo durante 30 minutos. Se hizo un choque térmico de 42 °C por 45
segundos. Se incubd en hielo 2 minutos. Se afiadié 450 ulL de medio LB sin antibidtico. Se
incub6 37 °C durante 1 hora. Al final se sembré en placas LB con ampicilina y se dejé toda
la noche en incubacién a 37 °C. Al dia siguiente se picaron colonias positivas y se sembraron

en medio liquido.

7. RESULTADOS

7.1 Curso temporal de la induccidn de ferritina en la parte media del
intestino de larvas de D. melanogaster.

Con la finalidad de observar el curso temporal de la expresidn de ferritina en el intestino de
Drosophila tras un pulso de hierro, larvas en tercer estadio de la cepa FerlHCH®!88/* se
alimentaron durante 20 minutos en una dieta suplementada con 1mM de citrato de amonio
férrico, se disectaron los intestinos y se tomaron imagenes por microscopia confocal a una
magnificacion de 5x. 2 horas después del pulso de hierro hay expresion de GFP-Ferritina
Unicamente en la regién de hierro y en las células de cobre (Figura 15 A). 4 horas después
del pulso de hierro aparece GFP-Ferritina en la regidén anterior (Figura 15 B) Este resultado
es similar al obtenido en Missirlis et al 2007, antes de 4 horas no hay induccién de ferritina
en la regién anterior, en contraste 4 horas después del pulso el complejo estd ensamblado

y almacena el exceso de hierro proveniente de la dieta.
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Figura 15. Curso temporal de la induccién de GFP-Ferritina en el intestino de larvas de

Region de Hierro

tercer estadio de la cepa Fer1HCHS8/*  La expresion de GFP-Ferritina es constitutiva en la
region de hierro y 4 horas después del pulso de hierro se induce en la regién anterior.

Imagen reconstruida a partir de una seria de imagenes tomadas en el microscopio confocal.

Realizando una magnificacién de 40x a las distintas regiones del intestino de Drosophila
podemos observar como las células responden de manera diferente al hierro. En la Figura
16 en verde estd marcado GFP-Ferritina y en azul con DAPI los nucléos de los enterocitos.
La region de hierro expresa abundantemente GFP-Ferritina aln en ausencia del metal en
concordancia con lo reportado por Bettedi et al., 2009. Las células de cobre expresan GFP-
Ferritina hacia la periferia y en la regién anterior expresan GFP-ferritina pocas células
enteroendocrinas pero no hay expresion en los enterocitos (Figura 16 A-C). Cabe sefialar
gue estos complejos estan probablemente vacios de hierro pues el metal ha sido depletado
previamente con el quelante BPS. En larvas crecidas en 1 mM de FAC observamos que la
expresion de GFP-Ferritina prevalece en la regién de hierro estas células expresan ferritina

constitutivamente, en las células de cobre disminuye la expresidon de GFP-Ferritina pero en
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la regién anterior hay induccion de GFP-Ferritina, aqui los complejos se ensamblan para

almacenar el exceso de hierro (Figura 16 D-F).

Region Anterior Células de cobre Region de Hierro

-Fe

Figura 16. Enterocitos de la region anterior (A, D), zona de cobre (B, E) y regién de hierro (C,
F) tienen expresién diferencial de ferritina en presencia (1 mM FAC) o ausencia (200 uM
BPS) del hierro. Las dos células GFP-positivas en el panel A son enteroendocrinas. Los
enterocitos en la regidon anterior expresan GFP-Ferritina cuando la larva se alimenta con alta
concentracion de hierro como se observa en el panel (D). En verde estd marcado GFP-

Ferritina y en DAPI los nucleos de los enterocitos. Magnificacidn 40x.

7.2 Diseio de la construccion mKate2-Fer2LCH por la técnica de edicion
CRISPR-Cas9.

Para seguir estudiando la dindmica de la sintesis de ferritina en Drosophila, especificamente
el trafico e interaccién de las subunidades a nivel subcelular antes de generar el complejo,
se generara una nueva herramienta genética: mKate2-Fer2LCH . En esta construccién la
proteina roja fluorescente mKate2 de 26 kDA se insertara en la secuencia enddgena del gen
Fer2LCH que codifica para la subunidad L. Esta herramienta se generara por la técnica de
edicidén genética CRISPR-Cas9. Teniendo como antecedente la proteina fusion GFP-Ferritina,

se optd por insertar la proteina fluorescente mKate2 en una posicién equivalente N-
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terminal en el gen de Fer2LCH. La Figura 17 representa un esquema de la construccion
mKate2-Fer2LCH disefada. El locus de Fer2LCH es en el tercer cromosoma del genoma de
Drosophila, posee 3 exones y 2 intrones. La insercién de mKate2 se hizo en el exdén 1

después del sitio de corte del péptido sefal predicho.

3er cromosoma Fer2LCH
mKate2

__________________________________________________________________________________________

Cas8 l PAM

Péptido serial Sitio de insercién
+693 nts

! !
| |
: |
| |
; i
' :
! B 1 S— :
| |
| MEKESES VAR A S NP AT CAR LGS USANE AN K D D Y E
: .
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Figura 17. Construccidon de mKate2-Fer2LCH por CRISPR-Cas9. La insercidon de mKate2 es en
el primer exén del gen de Fer2LCH. Se muestra también el sgRNA, la secuencia PAM vy el

péptido sefial que dirige la proteina a la via secretora.

CRISPR-Cas9 requiere un RNA guia Unico (sgRNA) que contiene una secuencia dirigida
(crRNA) y una secuencia de reclutamiento de Cas9 (tracrRNA). La regidon cRNA es una
secuencia de 20 nucleétidos homdloga a una region en el gen de interés que dirige la
actividad de Cas9. El 3" de la secuencia crRNA contiene un motivo adyacente proto-
espaciador o PAM (5'-NGG-3') donde N es cualquier nucledtido. Cas9 escinde
aproxidamente 3 pares de bases rio arriba de esta secuencia. En la Figura 17 se muestra el
sgRNA especifico para Fer2LCH junto con la secuencia PAM, el sitio de corte aproximado de
la nucleasa Cas9 y el sitio de insercidn deseado para la proteina fluorescente mKate2. La
insercion de mKate2 en la secuencia endégena del gen de Fer2LCH a se logra por
recombinacion homodloga dirigida. Cas9 genera una ruptura de la doble hélice. Tanto en

procariontes como en eucariontes existen dos vias de reparacién principales 1) unién de
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extremos no homologos (NHEJ) y 2) recombinacién homologa dirigida (HDR). En la primera
via los extremos rotos se unen sin necesidad de un molde que diriga la reparacion. La
segunda via requiere de una secuencia homdloga para guiar la reparacion. Dado que
requiere una plantilla (plasmido donador) este se usa para introducir el gen reportero
mKate2. La ruptura en la secuencia de Fer2LCH genera dos regiones adyacentes al sitio de
corte, denominadas brazos homdlogos 5’ y 3’ que fungen como templado. Estas secuencias
se subclonaron en el plasmido 954_p950_mini-white_mKate2 para generar el plasmido

donador (Figura 18).

Locus Fer2LCH

Brazo homdlogo 5’ Brazo homdlogo 3’
~1kb ~1kb
I ¢ LoxP
= mKate2 & mini-white ~ <LoxP
z | \
5 UTR 3’ UTR
Plasmido

Figura 18. Plasmido donador usado para incorporar la etiqueta fluorescente mKate2. Donde
el N-linker es de 30 pb, mKate2 693 pb, sitios LoxP 34 pb, mini-white 2064 pb y el C-linker

de 27 pb. Respectivos brazos homélogos 5’ y 3.

El disefio experimental del CRISPR-Cas9 y la generacion del plasmido donador se realizé en
el Instituto Imagine de Enfermedades Genéticas con nuestro colaborador el Dr. Zvonimir
Marelja. EI sgRNA y el plasmido donador se enviaron para ser inyectados en un embrion de
cepa white junto con la nucleasa Cas9. De los embriones sobrevivientes que llegaron a
moscas se seleccionaron moscas color ojo rojo que habian incorporado el plasmido donador
con el gen miniwhite. Se obtuvieron dos moscas transgénicas, se mantuvieron y se amplié
el stock. En nuesto laboratorio recibimos moscas provenientes de estas dos estirpes

denominadas Ay B. El resto de los experimentos se realizaron con estas moscas de ojo rojo

Fer2LCH—mKate2—loxP—mw-—loxP
TM6,Th ’

con genotipo w; +;
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7.3 Verificacion de la insercion de mKate2 en el locus de Fer2LCH.

Para visualizar la subunidad L etiquetada con la proteina fluorescente mKate2, se disectaron
intestinos de larvas en tercer estadio crecidas en dieta normal provenientes de las estirpes
Ay B. En ninguno de los experimentos se observé la fluorescencia de mKate2 mKate2 en el
locus de Fer2LCH. Una manera rdpida y sencilla de verificar la insercion de mKate2 en el
locus de Fer2LCH fué hacer la cruza entre moscas A y B con moscas del genotipo
Df(3R)Fer/TM3, Kr-GFP. Esta linea tiene una delecién de 2.2 Kb en ambos genes de ferritina:
FerlHCH y Fer2LCH. La légica detrds del experimento fué que si mKate2 se habia

incorporado en el locus de Fer2LCH al cruzarlas estas moscas generarian una ruptura en

Fer2LCH-—mKate2—loxP—mw—loxP
Df(Fer)

este gen y no habria descendencia del genotipo w;+; , puesto

que Fer2LCH es vital para el desarrollo embrionario y larval. En la Figura 19, se cuantificé la

Fer2LCH—mKate2—loxP—mw—loxP
Df(Fer)

progenia de los cuatro posibles genotipos. El genotipo w;+;

fué letal mostrando que ambas cadenas de ferritina estdn afectadas. Este resultado

confirma indirectamente la insercion de mKate2 en la secuencia endégena de Fer2LCH.

Progenie de A

261

Fer2LCH mKate2 loxP mw loxP

10 Df(Fer)
a

Mo de Moscas Adultas

m
TM3,KrGFP,Sb Df(Fer) Fer2LCH mKate2 loxP mw loxP
TM6,Tb TM6,Tb TM3,KrGFP,Sb
300
50 Progenie de B

No de Moscas Adultas
g

163
125
100
50 i
0 | ¢

Figura 19. Cuantificacion de la progenie en las estirpes A y B. El genotipo

. _FerZLCH—mKateZ—loxP—mw—loxP
s Df (Fer)

es letal pues ambas cadenas de ferritina estan afectadas

en este cromosoma.
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7.4 Eliminacion del gen mini-white del locus Fer2LCH.

Para eliminar el gen mini-white del locus de Fer2LCH, moscas A y B se cruzaron con moscas

D
. En este
TM3,Sb

que expresaban la proteina Cre recombinasa con genotipo: yw (y+cre);+;
sistema la proteina reconoce los sitios loxP adyacentes al gen mini-white, dado que estos
sitios tienen la misma orientacién, la secuencia del gen mini-white se escinde como una
pieza circular de ADN. Después de la cruza parental se realizaron las siguientes cruzas F1y
F2 para aislar el cromosoma recombinado. En F2 se tomaron machos con la insercion de
mKate2 en el locus de Fer2LCH y se cruzaron individualmente con hembras virgenes

doblemente balanceadas. Se realizaron 10 eventos individuales para A y 8 eventos

individuales para B.

w Fer2LCH-mKate2—-loxP—mw—LoxP yw(y+cre) D
e g ) Ty
w TM6,Tb = TM3,Sb
w ., . Fer2LCH-mKate2—loxP x w Gla Sb F1
yw (y+cre)’ "’ TM3.Sbh =’ Cyo TM6,Th
x w Gla Sh
w (y+cre + Fer2LCH-mKate2-loxP — e
yw (ytcre) . w’ Cyo TM6,Tbh 2
- Cyo TM6,Th
Eventos
individuales

Figura 20. Esquema de cruzas para eliminar el gen mini-white del locus de Fer2LCH.

7.5 Identificacion de complejos de ferritina fusionados.

Para determinar si se generaban complejos funcionales a partir de mondmeros L
etiquetados con mKate2 después de la escisidn de mini-white, extractos proteicos de larvas
silvestres, larvas Fer1HCHG188/+ y |arvas mKate2-Fer2LCH se separaron en geles de

poliacrilamida en condiciones no reductoras. Para revelar complejos proteicos el gel se tifid
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con solucién Azul de Coomasie y para revelar ferritinas cargadas con hierro el gel se tifid

con solucién Azul de Prusia (Figura 21).

A. Tincion Azul de Coomasie

**Fusion
20kDa A6 WO S SUese SRR TNEER (SSEY *Enddgenas
98 kDa Ill.llll

wt G188 1 2 3 4 5 6

B. Tincion Azul de Prusia
: ' 4. **Fusion
200a | e S S S ——— SR A= mmmm *Enddgenas

98 kDa
wt G188 1 2 3 4 5 6

Figura 21. Determinacién de complejos funcionales cargados con hierro. Extractos proteicos
de larvas silvestres, larvas Fer1HH6188/+ (control positivo) y larvas mKate2-Fer2LCH (progenie
de 6 eventos individuales posterior a la escisién de mini-white, 3 derivados de Ay 3 de B)
se separaron en geles de poliacrilamida en condiciones no reductoras. A) Tincién con Azul

de Coomasie y B) Tincidn con Azul de Prusia.
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En la imagen anterior, se muestra un gel representativo con tincién Azul de Coomasie, los
carriles etiquetados 1-6 representan 3 eventos individuales en A y 3 eventos individuales
en B pues de un total de 18 cruzas individuales todas dieron el mismo resultado. En ninguna
de las 6 lineas se observaron bandas de mayor peso molecular que hicieran referencia a
complejos funcionales con diferentes proporciones de mondmeros L marcados con mKate2.
Los controles silvestre y Fer1H6188/* migraron con un peso molecular esperado. Un gel
revelado en paralelo y tefiido con Azul de Prusia mostré que la mayoria de los complejos
que almacenan hierro son ademas complejos formados Unicamente por subunidades

endogenas (Figura 21).

7.6 Secuenciacion

Hasta este punto todos los experimentos realizados sugerian fuertemente que las moscas
mKate2-Fer2LCH solo expresaban complejos enddgenos por lo que se decidid mandar a
secuenciar ADN amplificado de estos animales para verificar las regiones N y C-terminal de
la construccion. Se disenaron dos pares de oligonucleétidos, estos flankeaban las regiones

denotadas en la Figura 22.
Locus Fer2LCH

1-2; 255 3-4; 1000
Ly ) — > |
]
| 2 mKate2 mini-white «—l
5’ UTR 3’ UTR
1. Antes de Cre.
1-4; 2.8
o |
& $
I £ mKate2 £
= o
5’ UTR 3’ UTR
2. Después de Cre.

Figura 22. Localizacion de los oligonucledtidos disefiados para verificar la construcciéon

mKate2-Fer2LCH.
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Fer2LCH—mKate2—loxP—mw—loxP
TM6,Tb

Se extrajo DNA de larvas w; +; provenientes de ambas

estirpes antes del evento Cre y se realizd una PCR punto final para amplificar los productos
1-2 y 3-4. Los fragmentos fueron amplificados con Taq polimerasa siguiendo las
especificaciones del proveedor. Los tamafios esperados eran de 255 pb: para el amplicdn

1-2 y 1000 para el amplicon 3-4 (Figura 23).

En las dos estirpes se amplificaron ambos fragmentos, esto fue indicativo de un locus
gendmico modificado pues en la porciéon N-terminal habia rastros de la secuencia de
mKate2 y en la porcidon C-terminal indicios de la secuencia LoxP, derivadas del plasmido

donador.

3-4; 1000 pb 1-2; 255 pb

1000 pb

250 pb

Figura 23. Productos de PCR amplifcados antes del evento Cre en moscas A y B. Gel de
agarosa al 1% con un marcardor de peso molecular de 1 kb Gene Ruler. 250 ng de DNA en

cada carril.
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Fer2LCH—mKate2—1loxP

Se extrajo también DNA de larvas w; +;
TM6,Tb

(después del evento Cre) y se

realizé una PCR punto final con Taq polimerasa siguiendo las especificaciones del proveedor
para amplificar el fragmento 1-4 de aproximadamente 2.8 kb. En moscas derivadas de la
estirpe A se amplifico el fragmento 1-4 con el peso molecular esperado, el gel es
representativo de 3 eventos después del Cre. Para la estirpe B el resultado fué igualmente
consistente, por lo que se decidié usar una sola linea de moscas A después del evento Cre

para mandar a secuenciar (Figura 24).

Producto de
PCR
secuenciado

3000 pb

1000 pb

.!
-
-
-
-
-
-

Figura 24. Productos de PCR amplifcados después del evento Cre. La banda de 2.8 kb se
selecciond por analisis, la banda de 1000 pb proviene del cromosoma TM6,Tb del gen
Fer2LCH silvestre. Gel de agarosa al 1%. Marcardor de peso molecular de 1 kb Gene Ruler.

250 ng de DNA en cada carril.
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Se realizaron varias reacciones de PCR de la linea Al para concentrar la cantidad de DNA
amplificado. Posteriormente se aislaron las bandas de 2.8 kB con el kit QIAquick Gel
Extraction de QIAGEN. Este producto de PCR se clond en el pldsmido pJET 1. 2, bacterias
XL10-Gold® ultracompetentes se transformaron con este plasmido, depues de la seleccion
de colonias positivas, se extrajo el plasmido con el kit Q/Aprep Spin Miniprep y se envié a

secuenciacion. El siguiente recuadro muestra las secuencias obtenidas:

>plet 1-4 (clona 3) pletl.2 Fw
GAAGCCGAAAACTCGGGGAAGGCTCGAGTTTTTCAGCAGGGATCGGGGTTCTGCAGATACTCGTCGAAAGGTT
TTTTAAAAAAGGGCTGGGTCGGGGGACCTTCATCAACTTGCCGAGGTCGTTGGCATAGCCGGACAGCTTGCGCA
CGCTCTCGGCCTGCTTGCCCAGGAAGTTCTCCTCGAAATAATGGGCCAGCTCGGGATCCCTCTCGGCGTCGGTG
GCGTGGGTGGCACGGGAGTGCACGTGAGTGGCTCCGGTGGCCAGCTGCTTCTCGGTGTCCAAAGCCAGAAGCC
AGGGAATGCATTCCGCCACCTCAAAAGTGCCGCGCTTGGTGCTCACGAAGCCGAAAACTCGTGGCGGGGTTGA
AATCAACAATTCCTCCGCGAACGGTTTCTTGCCTGATCAGGCCATGCTGTCCCCCAAGGGACGGCCCAAAAATCC
CCGGTACACCCTCGGAAACCGGGCGGGTTTTTCGGTAGGATTAAAATGGTGGGCCCCCCGAAGAACCTACCAAT
TGGCCAAATTGCCTTAATTAGGACGGATTCC

> plet 1-4 (clona 3) pletl.2 Rv
TAGAAGGGGGGAAGCCGAATGAGGAACTTCTAGAAGACCGGCGAGGGAATTTTTCGTTGCATCGCTCTCTTTGA
AAGGATCGGCTCTCTTGGCCAAGGATGATAGTTCGGGGTCCAGCGGTTCTTCAGGCAGTTCCGTGAGCGAGCTG
ATTAAGGAGAACATGCACATGAAGCTGTACATGGAGGGCACCGTGAACAACCACCACTTCAAGTGCACATCCGA
GGGCGAAGGCAAGCCCTACGAGGGCACCCAGACCATGAGAATCAAGGCGGTCGAGGGCGGCCLTCTCCCCTTC
GCCTTCGACATCCTGGCTACCAGCTTCATGTACGGCAGCAAAACCTTCATCAACCACACCCAGGGCATCCCCGAC
TTCTTTAAGCAGTCCTTCCCCGAGGGCTTCACATGGGAGAGAGTCACCACATACGAAGACGGGGGCGTGCTGAC
CGCTACCCAGGACACCAGCCCCCCAGGACGGCTGCCTCATCTACAACGTCAAGATCAGAGGGGTGAACTTCCCA
TCCCAACGGGCCCTGTGATGCAAAAAAAAACACTCGGGCTGGGAAGGCCTTCCACCGAGACCCCTGTACCCCCG
GCTGACGGCGGCCCTGGAAGGGCAGAGCCCGACATGGCCCCTGAAAGCTTCGGGGEGEGEGGEGEGGEGLCCACCTG
AATCTGCAACTTGGAAAAACCCCCTACGGATTCCAAGAAAACCCGCCTAAAAAACCCCCAAAAATGLCCCGGGEG
CCTACTATGGTGGGACAAA

Figura 25. Resultados de la secuenciaciéon de los productos de PCR. Regiones 5’ y 3’ del

fragmento 1-4.

Con las secuencias recibidas se hizo un blast contra el locus modificado de Fer2LCH
posteriormente se hizo la traduccion de los marcos abiertos de lectura con la herramienta

expasy/ (https://web.expasy.org/translate/). En la Figura 26 en azul aparece la secuencia

gendmica enddgena y la secuencia aminoacidica de la subunidad L. Los primeros dos
aminodacidos del péptido sefal no estan presentes en la secuencia obtenida. Enseguida

aparecen 4 aminoacidos FFVA, pero los dos aminoacidos subsecuentes se substituyen por
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https://web.expasy.org/translate/

SLSLK que no estd presente en la secuencia enddgena y hacia la parte final del péptido seial
todo indica estar bien, rio abajo comienza la fusién con la proteina mKate2 y la secuencia
sigue siendo la misma. Por el contrario en la regién 3" del fragmento 1-4 se amplificd un
fragmento muy grande en el exén 2, rio abajo de la fusidn Lox-P-C-linker-Exén 2. La
secuencia reveld solo parte del gen enddgeno de Fer2LCH y con los datos obtenidos no
podemos todavia verificar el locus modificado de Fer2LCH especificamente en el punto de

interés que es en su unidn con la secuencia mKate2.

5’ATGAAATTTTTCGTTGCACTCGCTCTCTTTGCGTGCCTCGGCTCTCTTGCCTTGGCCAAGGAT

M K F F V AL AL F A CLG S L A L A KD
Péptido seial

F F V A G S AL LA KD

GATmKate2GAATATTGCCAGAACACTGTAATCACCGCATGCTCTACGTCAGCCTTTTCGGCGC

D mKate2 E 'Y C Q N..

D mKate2 E Y C Q N..

TCACGGGCTTTTTCACAGGCAAGACCAACTCCATTTGTAATGCCCGTTTTGCTGGCATTGACCA

TATTGAGCCCGAGATCCAGTCCTACATCAACGCCAACTTGGCCAAGTCGTACGACTACCTC...3’

Figura 26. Comparacién de las secuencias obtenidas por secuenciacidén y la secuencia
enddgena de Fer2LCH. La proteina enddgena posee 227 aminoacidos. La proteina fusion

esperada posee una longitud de 492 aminodcidos. Region 5’ del fragmento 1-4.
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8. DISCUSION

Los complejos de proteinas son cruciales para una gran cantidad de procesos biolégicos
(Pieters et al., 2016) (Marianayagam et al., 2004) (Teichmann y Marsh 2017). En los ultimos
afios se han estudiado los procesos por los cuales las proteinas se ensamblan en complejos,
esto ocurre generalmente a través de vias ordenadas que tienden a conservarse
evolutivamente (Levy et al, 2008). Sin embargo, auin se desconoce como las células modulan
el correcto ensamblaje. En Drosophila, el ensamblaje de ferritina es un proceso gradual y
altamente regulado (Missirlis et al., 2007) (Rosas-Arellano et al., 2016). No obstante, se
requiere mas informacion para entender la secuencia completa de eventos posteriores a la
entrada de hierro en los enterocitos. Desde los primeros estudios de la homeostasis del
hierro en Drosophila, se sabe que ferritinas cargadas con hierro se encuentran en la via
secretora (Poulson et al, 1952, Locke et al, 1984) aln asi se desconoce como los enterocitos
sensan el hierro y cudl es el factor de transcripcion que induce la transcripcién de los genes

Fer1HCHy Fer2LCH (Dunkov y Georgieva, 1999).

El intestino medio de Drosophila, al igual que su contraparte de mamifero, es un tejido
complejo compuesto por varios tipos de células que realizan diversas funciones, como la
digestion, la absorcidon de nutrientes y la producciéon de hormonas (Hung et al., 2018)
(Lemaitre y Aliaga, 2013). De experimentos anteriores y observaciones hechas en esta tesis
de maestria sabemos que en la parte media del intestino de Drosophila especificamente en
la region de hierro la expresion de ferritina es constitutiva (Figura 14 panel Cy F). Aqui las
células expresan ferritina independientemente de los niveles intracelulares de hierro
(Mehta et al., 2009). Esto apunta a un mecanismo independiente al sistema IRP-1A/IRE que
controla la transcripcidon de las subunidades de ferritina en el intestino de Drosophila. A
través de diferentes promotores y splicing alternativo en el 5’UTR del pre-RNA de Fer1HCH
se generan diferentes transcritos que dan lugar a un total de 5 isoformas (Gallardo-
Herndndez y Missirlis, 2020). Algunos de estos transcritos son mds cortos y no poseen IRE

(Lind et al, 1998). El pre-mRNA de Fer2LCH también genera 5 diferentes transcritos con dos
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isoformas (Flybase). Los diferentes transcritos podrian tener una funcién tejido-especifica
que confiere al organismo la ventaja de poder regular la expresiéon de ferritina (Lind et al.,
1998). Estudiar como los transcritos contribuyen al metabolismo de hierro es parte de las
perspectivas de este proyecto de investigacidon. Actualmente existe basta informacion de
single cell RNA-seq que buscamos analizar en este contexto, para ello proponemos generar
y caracterizar mutantes por CRISPR-Cas9. Algo importante de mencionar es que hemos
identificado putativamente una nueva isoforma con localizacién subcelular citosdlica, por
lo que proponemos realizar un analisis genético, purificacion, cristalizacidn y resolucion de

la estructura atédmica de esta proteina.

En la parte media del intestino también se encuentran las células de cobre que secretan
acido, presentes tanto en larvas como en adultos (Strasburger et al, 1932), fueron
nombradas asi por acumular cobre radioactivo proveniente de la dieta (Poulson y Bowen,
1952). Poseen similitudes con las células parietales gdstricas en mamiferos (Filshie y
Waterhouse, 1955) En la Figura 14 panel B y E se observa expresion de GFP-Ferritina cony
sin hierro afadido. Ya se ha reportado que las células de cobre secretan ferritina cargada
con hierro en el lumen intestinal cuando hay altas concentraciones de hierro (Poulson y
Bowen, 1952). En bajas concentraciones de hierro estas células también podrian estar
secretando ferritina con el hierro intracelular remanente o bien estar incorporado ferritina
transportada en la hemolinfa pues el hierro puede ser movilizado de su reserva de ferritina,
presumiblemente para ser utilizado en otras partes del cuerpo de Drosophila (Mandilaras
et al., 2013; Mehta et al., 2009; Tang y Zhou, 2013). Por otro lado, la regién anterior del
intestino de Drosophila despliega una respuesta casi inmediata al recibir altas
concentraciones de hierro dietético (Missirlis et al 2007, Rosas Arellano et al, 2016). En esta
region las células sintetizan ferritina rdpidamente para que el exceso de hierro se almacene
en la cavidad de este complejo multimérico (Figura 14 D). Sin embargo, aun se desconoce
dénde se ensamblan los heteropolimeros. En la Figura 14 A en ausencia de hierro pocas
células en la regidon anterior expresan GFP-Ferritina, estas células no son enterocitos. Este

hallazgo no estd reportado, pero ha sido observado previamente por el Dr. Helge
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Uhrigshardt (Uhrigshardt et al. 2013). Probablemente esta poblacién represente a células
enteroendocrinas. Una funcién importante de las células enteroendocrinas es sensar el
contenido en el lumen intestinal él cual modula la liberacién de hormonas peptidicas que
regulan la ingesta de nutrientes (Spreckley, 2015). Estos productos pueden actuar
localmente de manera paracrina, pueden activar otras células enteroendocrinas u otro tipo
de células en el tracto digestivo alcanzando blancos distantes al liberar sus productos en el
torrente sanguineo (Worthington et al., 2018). En la regidn anterior estas células podrian
recibir informacion del lumen intestinal cuando hay deficiencia de hierro, es por ello que es
interesante caracterizar también el trafico de la ferritina en esta poblacién celular. Si lo
anterior ocurre, quiere decir que existe un sistema homeostatico en las células de la mosca
gue determina las concentraciones de hierro en el tejido periférico (Mandilaras et al,
2013)(Mehta et al, 2009). A manera de determinar la verdadera identidad de estas células
proponemos cruzar moscas de genotipo FerlHCH®!®, UAS-stinger RFP/ TM3, Sb con los
drivers Gal4-Escargot y Gal4-Voila; marcadores de células intestinales troncales y células
enteroendocrinas para tomar imdgenes en alta resolucién de la localizacidn subcelular de

las subunidades Hy L.

La herramienta GFP-Ferritina ha permitido la visualizacién dinamica de las subunidades H
en laregion anterior del intestino de Drosophila donde hay induccién tras un pulso de hierro
dietético (Missirlis et al, 2007). A pesar de ello debido a la diferencia que existe en la
regulacién temporal de la expresion de ambas subunidades de ferritina, una nueva
construccion como mKate2-Fer2LCH permitiria seguir estudiando el trafico subcelular de las
dos subunidades por separado (Rosas-Arellano et al.,, 2016). Con los experimentos
realizados demostramos que hubo incorporacién del plasmido donador en el locus
enddgeno de Fer2LCH puesto que las moscas tienen un fenotipo de ojo rojo Figura 8, Figura
22. Después de mandar a secuenciar los productos de PCR para verificar la proteina fusiéon
en la regién N y C-terminal concluimos que en la porcién C-terminal es necesario disefar un
nuevo par de oligonucledtidos que nos permitan amplificar y obtener la secuencia gendmica

justo después de la unidn del sitio loxP-C-linker y el exdn dos de Fer2LCH. Por otro lado, en
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la porcidn N-terminal los resultados de la secuenciaciéon indican que el inicio del marco de
lectura de Fer2LCH esta alterado (Figura 25). Como en otras especies, en Drosophila la
frecuencia de mutagénesis por NHEJ es mas alta que HDR por uno o dos d6rdenes de
magnitud (Harrison et al., 2014; Mohr et al., 2016). El desarrollo de enfoques para resolver
este problema estd en progreso; sin embargo, alin no existe un método universal y eficiente
para aumentar la frecuencia de activacién (Beumer et al., 2013; Chu et al., 2015; Maruyama
et al., 2015). El otro par de oligonucleétidos que se propone ird dirigido nuevamente a la
porciéon N-terminal para verificar especificamente la fusién L-mKate2. No obstante se
considerd inyectar nuevos embriones de la cepa white con el plasmido donador disefiado
para obtener mas organismos transgénicos. Una vez que recibamos las moscas buscaremos
obtener moscas transheterocigotas que contengan ambas subunidades de ferritina
marcadas con etiquetas fluorescentes para posteriormente inducir la expresion de ferritina

tras un pulso de hierro y asi obtener imagenes en tiempo real del ensamblaje.

9. CONCLUSIONES

1. Las distintas poblaciones celulares del intestino de Drosophila exhiben una

expresion diferencial de GFP-Ferritina en respuesta al hierro dietético.

2. Enlaregién anterior hay induccidon de GFP-Ferritina 4 horas después de un pulso de
hierro dietético. Antes de este tiempo GFP-Ferritina tiene expresidn constitutiva en
la regidn de hierro. Esta porcidn del intestino de Drosophila representa un buen
modelo que permite estudiar el ensamblaje de ferritina en respuesta al hierro.

Proceso que ocurre de manera gradual y estd altamente regulado.
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3.

La herramienta GFP-Ferritina ha demostrado recapitular la expresion intracelular de
las subunidades H enddgenas, esto nos ha permitido visualizar de manera dindmica
una parte del proceso de ensamblaje en la region anterior. No obstante, debido a la
diferencia que existe en la regulacién temporal de la expresiéon de ambas
subunidades de ferritina, es necesario seguir trabajando en la caracterizacién de la
herramienta genética mKate2-Fer2LCH. Esta herramienta nos permitira estudiar
con mayor detalle la cooperacion y trafico entre ambas subunidades antes de

formar parte del complejo.

Con la construccion mKate2-Fer2LCH fué posible modificar el locus endégeno de
Fer2LCH por CRISPR-Cas9, sin embargo no se logré generar un proteina que fuera
funcional. Identificamos que existen errores en la lectura hacia la regidon N-terminal
en los primeros 20 aminodcidos. Se optd por realizar mas inyecciones de embriones
de cepa white con la finalidad de aumentar la probilidad de lograr una correcta

insercién en el locus enddgeno.
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