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1. RESUMEN

La coordinacion entre el crecimiento y la diferenciacion celular es critica para
obtener un tamafio y una forma adecuados para cada organismo. Estos procesos
involucran a un gran numero de cascadas de sefializaciébn que determinan las
instrucciones celulares en espacio y en tiempo. Entender cémo estos procesos
son regulados es una cuestion fundamental y aun sin resolver. A través de un
analisis genético en Drosophila melanogaster, en este trabajo mostramos que la
fosfolipasa C de tipo y (PLC-y), codificada por small wing (sl), actta como una
conexion entre el crecimiento y la diferenciacion celular. A pesar de que sl tiene
una fuerte expresion durante la embriogénesis, las moscas homocigotas mutantes
nulas para sl son viables y fértiles. Estas mutantes muestran, sin embargo, una
combinacion de defectos en el crecimiento y en la diferenciacion: alas pequefias,
fragmentos de venas ectopicos y células fotorreceptoras R7 extras. Ademas,
también presentan un peso menor y 0jos mas pequefios. Encontramos que sl se
expresa en los tejidos precursores del ala y el ojo en las etapas en que ocurre el
crecimiento y la diferenciacion celular. Ademas, mostramos que la PLC-y, después
de ser activada por la via de la insulina, modula la actividad de la via del
EGF/MAPKSs con lo que estimula el crecimiento celular e inhibe la diferenciacion.
Estas funciones requieren tanto de la via de sefializacion clésica de la PLC-y como
de la regulacion del procesamiento de ligandos homadlogos a EGF. Los dominios
SH2 de la PLC-y se requieren de forma diferencial para estas funciones.
Finalmente, proponemos un modelo en el cual la PLC-y promueve el crecimiento y
suprime la diferenciacion ectdpica, permitiendo que las células alcancen un

tamafio normal y una diferenciacion apropiada.



2. ABSTRACT

Coordination between growth and patterning/differentiation is critical if appropriate
final organ structure and size is to be achieved. These processes involve signal
transduction cascades that determine the spatial and temporal pattern of cellular
instructions. Understanding how these two processes are regulated is therefore a
fundamental and as yet incompletely answered question. Here we show, through a
genetic analysis in Drosophila melanogaster that the phospholipase C-y (PLC-y),
encoded by small wing (sl), acts as such a link between growth and
patterning/differentiation.  Surprisingly, despite  high  expression  during
embryogenesis, homozygous sl null mutants are viable and fertile. sl mutants have
previously been shown to have a combination of both growth and
patterning/differentiation phenotypes: small wings, ectopic wing veins, and extra
R7 photoreceptor cells. We also found that body weight is reduced, as is eye size.
Consistently, sl is expressed in eye and wing imaginal discs at stages where
growth and cell differentiation are taking place. Also, we show here that PLC-y,
activated by the insulin pathway, participates positively during cell growth by
modulating the EGF/MAPKSs pathway activity; and also that, activated by the insulin
receptor, negatively regulates the EGF/MAPKs pathway during differentiation.
These roles require both the classic PLC-y signaling pathway and regulation of
EGF ligands processing downstream of PLC-y. The two PLC-y SH2 domains are
required in a differential way. Finally, we propose a model in which PLC-y promotes
growth and suppresses ectopic differentiation allowing cells to attain a normal size

and proper differentiation.



3. INTRODUCCION

Durante el desarrollo, las células de un organismo multicelular deben coordinar los
procesos de crecimiento, proliferacion y diferenciacion celular para obtener un
tamafo y una forma adecuados. Estos procesos celulares requieren de una
apropiada comunicacion entre las células asi como de redes de sefializacion

dentro de las mismas.

3.1 Crecimiento, proliferaciéon y diferenciacion celular

Mientras que la talla de cualquier organismo esta determinada por el nUmero y el
tamafio de las células, la forma se adquiere mediante procesos de diferenciacion
celular (Conlon y Raff, 1999; Zhu y Skoultchi, 2001).

El tamafio de una célula depende de factores intrinsecos y extrinsecos. El tipo
celular es un claro determinante intrinseco, asi por ejemplo, una célula neuronal
es mucho mas grande que una epitelial. Otro factor intrinseco es la cantidad de
material genético que contiene la célula. Una célula haploide suele tener la mitad
del tamafio de una célula diploide mientras que una célula poliploide (como una de
las células de las glandulas salivales en D. melanogaster, por ejemplo) es mucho
mas grande que una diploide. Entre los factores extrinsecos encontramos la
disponibilidad de nutrientes y la temperatura. Cuando algunas células en
crecimiento se encuentran en condiciones limitadas de nutrientes, éstas detienen
el crecimiento celular y en consecuencia adquieren un tamano celular reducido.
También, las larvas de Drosophila crecidas en medio con pocos nutrientes se
desarrollan mas lentamente y generan moscas pequefias como consecuencia de
contener un menor namero de células, éstas de una menor talla celular en sus
tejidos (Day y Lawrence, 2000; Hafen y Stocker, 2003). Un ejemplo de la influencia

de la temperatura sobre el crecimiento celular se observa también en Drosophila,



en donde diversos procesos durante el desarrollo (incluido el crecimiento celular)

varian considerablemente con la temperatura (de Moed et al., 1997).

El ndmero celular depende de la cantidad de divisiones celulares y de la muerte
celular. La division celular se define como la separacion de una célula en dos
células hijas. En células eucaridticas, este proceso implica la division del ndcleo
(mitosis) seguido por la division del citoplasma (citoquinesis). La proliferacion
celular, referida como el aumento en el nimero de células mediante division
celular, esta regulada principalmente por sefiales extracelulares como hormonas y
la disponibilidad de nutrientes (Alberts et al., 2007).

Las moléculas extracelulares que regulan el crecimiento y la proliferacion celular
generalmente son proteinas solubles secretadas, proteinas unidas a la membrana
celular o componentes de la matriz extracelular. Estas moléculas pueden ser
divididas en tres principales clases: mitdgenos, que estimulan la proliferacion
celular principalmente regulando la progresion a través del ciclo celular; factores
de crecimiento, que estimulan el crecimiento celular promoviendo la sintesis de
proteinas y otras macromoléculas, ademas de inhibir la degradacion; y los factores
de sobrevivencia, que promueven la sobrevivencia celular suprimiendo la

apoptosis (muerte celular programada) (Alberts et al., 2007).

Por otra parte, la diferenciacion celular es el proceso por medio del cual una célula
cambia para poder realizar una o varias funciones especificas. Este proceso
involucra cambios en la expresibn génica que generalmente provocan
modificaciones en la forma celular permitiéndole realizar nuevas funciones vy,
consecuentemente, ser morfolégicamente diferente a otras células. La
diferenciacion en organismos multicelulares es la responsable de generar una
gran variedad de células especializadas organizadas en tejidos y 6rganos. De
forma similar al crecimiento y a la proliferacién celular, la diferenciacion es

regulada por factores externos como moléculas secretadas (morfégenos,



citocinas, moléculas de sefializacion, etc.), temperatura y oxigeno (Ralston y
Shaw, 2008).

Independientemente del proceso del que se trate, las células requieren de
mecanismos intracelulares que le permitan acoplar las sefiales externas a una
respuesta celular. Cascadas de transduccion de sefiales intracelulares, activadas
por dichos estimulos, son las portadoras de estas instrucciones y son las
encargadas de iniciar la respuesta celular. Muchas de estas cascadas de
sefalizacion han sido conservadas durante la evolucion, es por eso que es posible
utilizar diversos organismos modelo para estudiar la transduccion de sefales

involucradas en estos procesos celulares.

3.2 Drosophila melanogaster como modelo de estudio

D. melanogaster, comunmente conocida como la mosca de la fruta, es uno de los
invertebrados mas utilizados como modelo de estudio en investigaciones
bioldgicas, principalmente en el area de la genética y la biologia del desarrollo
(Fig. 1). Fue inicialmente utilizada como modelo genético por Morgan a inicios del
siglo pasado. En 1995, su popularidad aumentd exponencialmente con el
otorgamiento del premio Nobel a Ed Lewis, Christiane Nusslein-Volhard y Eric
Wieschaus. En el trabajo de estos investigadores, ademas del invaluable
descubrimiento de genes requeridos durante el desarrollo embrionario, quedaron
patentes también las grandes ventajas y potencialidades de este insecto en la

investigacion cientifica.

Figura 1. D. melanogaster



D. melanogaster es considerado el modelo genético por excelencia. Entre sus
ventajas encontramos que: su genoma esta secuenciado, su ciclo de vida es corto,
genera un numero elevado de descendencia, se dispone de una gran cantidad de
moscas con mutaciones en diferentes genes, existen muchos procedimientos de
genética y biologia molecular estandarizados para este modelo. Ademas, el
mantenimiento y manejo en el laboratorio es facil y econémico. A pesar de que
Drosophila contiene un numero considerablemente menor de genes que el
humano (Drosophila contiene cerca de 14,000 genes mientras que el humano
contiene 30,000) se ha determinado que cerca del 75% de los genes humanos
que han sido relacionados a enfermedades genéticas se encuentran conservados
en la mosca (Reiter et al., 2001). El grado de conservacion se extiende a
numerosas vias de sefalizacion conservadas tanto en la estructura de sus
componentes como en las funciones que éstas ejercen. Ejemplos de esto son las

vias de las MAPKs y la de la insulina que seran mencionadas mas adelante.

Debido a lo anterior, este insecto ha sido utilizado ampliamente en el estudio del
desarrollo. En particular, el desarrollo embrionario ha tenido una atencion especial,
y es en esta etapa del desarrollo en donde numerosos genes han sido
descubiertos y caracterizados. Ademas del desarrollo embrionario, el desarrollo de
los discos imagales es un sistema atractivo para estudiar el crecimiento, la
proliferacion y la diferenciacién celular. Los discos imagales son 0Organos
epiteliales presentes en la larva que se reorganizan durante la metamorfosis para
formar estructuras epidérmicas del adulto como son el ala, el ojo, la pata y la
antena. Este sistema presenta varias ventajas como modelo de desarrollo:
primero, los discos imagales incrementan en masa dramaticamente en unos pocos
dias antes de la metamorfosis. Durante esta etapa los discos llevan a cabo
procesos de crecimiento, proliferacion y diferenciacion celular de forma
coordinada; segundo, el desarrollo de los discos, como en los érganos de
mamiferos, esta regulado por sefiales externas y factores intrinsecos. Y tercero,
existen varias técnicas que permiten modificar la actividad de un gen durante el

desarrollo de los discos y monitorear las consecuencias. Los discos imagales de



ala y de ojo son los mas utlizados debido a que son los sistemas mejor
caracterizados y en donde se han desarrollado un mayor nidmero de herramientas
genéticas y moleculares (Weinkove y Leevers, 2000). Para poder estudiar
aspectos especificos durante el desarrollo es importante entender los procesos

generales que ocurren durante la formacion del ala y del ojo.

3.3 Desarrollo del ala en Drosophila

La formacion de las estructuras externas de la mosca adulta se inicia durante la
embriogénesis. El ala se desarrolla a partir de un grupo pequefio de 20 a 30
células epiteliales, las cuales se invaginan del ectodermo lateral del segmento
mesotoracico en el embrion. Este grupo de células inicia un programa de
desarrollo diferente al de las células del ectodermo, el cual se puede distinguir por
la expresion del gen vestigial a partir de la etapa 12 del desarrollo embrionario
(Blair, 2007).

La formacion de los compartimentos anterior-posterior y dorsal-ventral es esencial
para el desarrollo del disco imagal ya que las interacciones celulares entre los
compartimentos generan diferentes sefiales que regulan procesos de crecimiento
y diferenciacion. Dichas sefales estdn compuestas principalmente de morfégenos,
moléculas cuyos niveles de sefializacion especifican destinos celulares distintos.
Los compartimentos anterior y posterior son una consecuencia de la segmentacion
embrionaria que ocurre antes de que algunas células del ectodermo se hayan
comprometido como células del disco imagal. Estos compartimentos se
diferencian por la expresion de los factores de transcripciébn Engrailed (En) en
células posteriores y Cubitus interruptus (Ci) en células anteriores. En el caso
particular del disco imagal de ala, las células posteriores secretan el morfogeno
Hedgehog (Hh) que difunde a las células anteriores en donde induce la expresion
de Decapentaplegic (Dpp). La proteina Dpp se difunde en las direcciones anterior

y posterior formando un gradiente de concentracion que controla el crecimiento y



la diferenciacién en esta estructura (Crozatier et al., 2004). Por otro lado, en este
disco imagal, la formacién de los compartimentos dorsal y ventral inicia en el
segundo estadio larvario, en donde la sefalizacion del receptor del factor de
crecimiento epidermal (EGFR) induce la expresion selectiva del gen apterous (ap).
Este ultimo se expresa so6lo en las células dorsales. Esta expresion diferencial
genera la activacion de la via de Notch en la region ventral y posteriormente la
expresion del morfogeno Wingless (Wg) en las células de la frontera dorsal-
ventral. Este morfogeno, al igual que Dpp, controla el crecimiento y la
diferenciacion celular en el disco de ala (Diaz-Benjumea y Cohen, 1995; Gonzalez
et al., 2006).

A

Membrana
peripodial mioblastos

] Adepitelio

trdquea

é\j\ Epitelio columnar

V)

Ala

Figura 2. Estructura y mapa de destino del disco imagal de ala. (A) Capas celulares del

disco imagal de ala de tercer estado larvario (modificado de Butler et al., 2003). (B) Mapa



de destino del disco imagal de ala indicando los compartimentos anterior-posterior y
dorsal-ventral, asi como el patrén de las venas (modificado de Blair, 2007).

Posterior a la embriogénesis, y en parte coincidente con el tiempo de los procesos
de formacion de patron descritos arriba, los discos de ala proliferan durante todo la
etapa larvaria hasta formar un disco imagal de cerca de 50,000 células. El disco
maduro esta formado por tres capas celulares: el epitelio escamoso 0 membrana
peripodial, que contribuye de forma minoritaria a las estructuras del adulto; el
epitelio columnar, que dara origen a la epidermis adulta y que incluye el ala, la
bisagra y una parte del torax; y el adepitelio, formado por mioblastos y traqueas,
que daran lugar a musculos del térax y a vias respiratorias en el adulto,

respectivamente (Fig. 2A) (Butler et al., 2003).

Las células del epitelio columnar se diferencian, desde el tercer estadio larvario
hasta la metamorfosis, para finalmente formar un ala adulta con una estructura
definida, caracterizada por un patrén especifico de venas (Fig. 2B). Las venas son
estructuras cuticulares lineales que dan rigidez al ala y en algunos casos sirven
como conductores de axones sensoriales. El ala tiene 6 venas longitudinales (L1-
L6), cuatro de las cuales atraviesan toda la superficie del ala (L2-L5); y 2 venas
transversales (ACV y PCV), las cuales conectan a las venas L3-L4 y L4-L5,
respectivamente (Fig. 2B derecha). El proceso de diferenciacion de las venas esta
regulado principalmente por las vias de sefalizacion de Hh, Notch, Wg, EGFR y
Dpp, las cuales son activadas durante la formacion de los compartimentos
anterior-posterior y dorsal-ventral. El resultado inicial de esta sefializacion es la
subdivision del disco de ala en regiones de provena (lineas verdes en la Fig. 2B
izquierda) e intervena (regiones entre lineas verdes). Posteriormente, las regiones
provena son finamente delimitadas por la sefalizacion de EGFR y Notch, las
cuales se activan en el centro y el borde de cada provena, respectivamente.
Finalmente, durante el desarrollo pupal, la via de sefalizacion del EGFR activa a

la sefalizacion de Dpp en la futura vena. La activacion simultanea de estas vias



promueve la diferenciacion celular para formar las venas del ala adulta (De Celis,
2003; Yan et al., 2009).

3.4 Desarrollo del ojo en Drosophila

El ojo de Drosophila estda compuesto de aproximadamente 800 subestructuras
llamadas omatidios. Cada omatidio es una unidad sensorial visual con un arreglo
hexagonal que contiene ocho células fotorreceptoras (R1-8), cuatro células del
cono y dos células pigmentarias primarias, todas ellas rodeadas por doce células
interomatidio (las cuales incluyen quetas, células pigmentarias secundarias y
terciarias) (Fig. 3A y 3B). Con base en sus caracteristicas morfologicas y
funcionales, las células fotorreceptoras se dividen en dos clases: los
fotorreceptores externos (R1-6) y los internos (R7 y R8). Los externos son los
homologos funcionales de los bastones en los vertebrados, mientras que los
internos lo son de los conos. Los R externos expresan un solo tipo de rodopsina
(Rh1) y estan involucrados en la deteccion del movimiento y la vision en la luz
clara. Los R internos expresan varias rodopsinas (Rh3, Rh4, Rh5 y Rh6) y estan
involucrados en la discriminacién del color y la luz polarizada. Cada fotorreceptor
externo tiene un organelo fotosensible llamado rabdomero (extensiones de
membrana celular donde se concentran las rodopsinas) que se extiende a lo largo
de la retina rodeando a los rabdémeros de los fotorreceptores internos. Los R
internos tienen rabddomeros mas pequefios, los cuales ocupan solo una mitad del
largo de la retina y estan localizados uno encima de otro (R7 encima de R8). Los
R internos envian sus terminaciones axonicas a la medula mientras que los
externos lo hacen a la lamina del I6bulo 6ptico en el cerebro (Fig. 3B) (Mollereau y
Domingos, 2005).

La formacion del ojo de la mosca adulta inicia durante la embriogénesis, en donde
un grupo de alrededor de 20 células del ectodermo dorso-lateral es especificado
para formar el disco imagal de ojo-antena. Durante los estadios larvarios, el disco

imagal experimenta varias divisiones celulares hasta llegar a unas 10,000 células.

10



Iniciado el segundo estadio larvario, las células del disco se especifican en
aquellas que formaran el ojo o la antena a través de un proceso que requiere de la
sefalizacion de Notch y EGFR. La activacion de la via de Notch promueve la

especificacion de células del ojo mientras que la del EGFR la antagoniza.
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Figura 3. Estructura y diferenciacion del ojo compuesto de Drosophila. (A) Microscopia
electronica de barrido del ojo compuesto. (B) Estructura de un omatidio (modificado de
Kumar, 2001). (C) Proceso de diferenciacion en el disco imagal de ojo-antena. (D)
Secuencia de la diferenciacién celular después del surco morfogenético (SM):
fotorreceptores (azul), células del cono (amarillo) y células pigmentarias (verde)
(modificado de Nagaraj y Banerjee, 2004).

A principios del tercer estadio larvario las células precursoras del ojo empiezan a
diferenciarse. El proceso de diferenciacion ocurre en el surco morfogenético, una
hendidura dorso-ventral en la region apical del epitelio del disco imagal. El surco,
originalmente posicionado en la region mas posterior del disco, se mueve hacia la
region anterior en un proceso que requiere de dos dias. Durante este recorrido, las
células que entran al surco dejan de proliferar y empiezan a diferenciarse en una

forma ordenada y altamente regulada (Fig. 3C) (Carthew, 2007).

En el surco morfogenético, las vias de sefializacion de Hedgehog y de Dpp inician
la expresion del factor de transcripcion proneural Atonal. Atonal estimula la
diferenciacion de las células fotorreceptoras R8. En ese momento, cada célula R8
diferenciada inhibe la diferenciacién de las células que la rodean mediante
inhibicion lateral por la via de Notch. Las células R8 se vuelven los primeros
fotorreceptores diferenciados. Una vez fuera del surco, las células R8 estimulan la
diferenciacion de las demas células mediante la secrecion de Spitz (homdlogo al
factor de crecimiento epidermal de mamiferos, EGF). En las células que reciben
esta sefial, Spitz se une a su receptor membranal EGFR activando la via de las
MAPKs. La activacion de esta via induce la diferenciacion de las células
fotorreceptoras R1-R7 en forma secuencial. Primero, se diferencian los
fotorreceptores R2 y R5, y posteriormente R3 y R4. Entonces se forman grupos de
cinco células llamados “pre-clusters”. Las células indiferenciadas que rodean a los
pre-clusters entran en mitosis en un proceso conocido como “segunda ola
mitética”. Posteriormente, los fotorreceptores R1 y R6 se diferencian. Las células
fotorreceptoras R7 son las ultimas en diferenciarse y requieren de una activacion

adicional de la via de las MAPKs. Esta activacion es generada por la union del

12



ligando Boss, presente en la membrana de las células R8, al receptor Sevenless
en las futuras R7s. Finalmente, las células del cono y pigmentarias se
diferenciaran y se unen a cada omatidio (Fig. 3D) (Freeman, 1996; Voas y Rebay,
2004).

En resumen, los discos imagales de ala y de ojo son sistemas bien caracterizados
gue nos permiten estudiar algunos de los procesos celulares involucrados en el
desarrollo. Como se deduce de lo mencionado anteriormente, los procesos
celulares de crecimiento, proliferacion y diferenciacion durante el desarrollo, tanto
en los discos imagales como en el embrion, involucran una gran cantidad de
cascadas de sefializacién que determinan las instrucciones celulares definidas en
espacio y en tiempo. Muchas de estas vias de sefializacion son activadas por la
union de moléculas extracelulares, como el EGF o la insulina, a receptores con
actividad de tirosina-cinasa (RTKs). En vertebrados, se sabe que la fosfolipasa C
de tipo y (PLC-y) se requiere en la sefializacion de algunas RTKs para regular

estos procesos celulares.

3.5 Fosfolipasas C

Las fosfolipasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de fosfolipidos de la
membrana celular. Las fosfolipasas han sido clasificadas en cuatro grupos de
acuerdo al sitio de rompimiento del lipido: las fosfolipasas A; y A, hidrolizan el
enlace éster del fosfolipido en el carbono 1y 2, respectivamente; mientras que las
fosfolipasas C y D rompen el enlace fosfodiéster que une al grupo polar antes o

después del atomo de fésforo, respectivamente (Fig. 4A).

Las fosfolipasas de tipo C (PLCs) hidrolizan de forma especifica al fosfatidilinositol
(4,5) bisfosfato (PIP,). La reaccion produce inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) y 1,2-
diacilglicerol (DAG). Estas moléculas funcionan como segundos mensajeros

intracelulares. El IP; generado se difunde a través del citosol hasta unirse a un
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receptor localizado en el reticulo endoplasmico. El receptor de IP3 (IP3R) es un
canal de iones de calcio cuya apertura depende de la union de IP3 y de iones de
calcio a sitios alostéricos del receptor. Esta apertura provoca la liberacién de Ca?*
de los almacenes intracelulares hacia el citosol. La elevacion en la concentracion
del calcio citoplasmético regula diversos procesos como la movilidad, la
proliferacion, y el crecimiento celular. Por otra parte, el DAG anclado en la
membrana celular activa, junto con el calcio, a la proteina cinasa C clasica (PKC).
PKC entonces fosforila, en residuos de serinal/treonina, a una gran variedad de
sustratos regulando con ello numerosos procesos que incluyen la proliferacién, la

diferenciacion y el crecimiento celular (Fig. 4B).
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Figura 4. Clasificacion de las fosfolipasas (A) y reaccion enzimatica catalizada por las

PLCs (B) (Modificado de Lodish et al., 2004).

En mamiferos se han encontrado 13 isoenzimas que tienen actividad enzimatica
de fosfolipasa C. Estas isoenzimas contienen un dominio catalitico altamente
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conservado, pero difieren en el resto de la estructura asi como en la distribucion a
través de los tejidos. Las diferencias estructurales han permitido subdividir a las
isoenzimas de PLC en seis diferentes grupos: PLC-B (con cuatro enzimas), PLC-y
(con dos), PLC-6 (con tres), PLC-g (con una), PLC-C (con una) y PLC-n (con dos)
(Patterson et al., 2005; Rhee, 2001; Suh et al., 2008).

3.6 PLC-y

3.6.1 Expresion y funcion

Los dos subtipos de la PLC-y de mamiferos se expresan de forma diferencial en el
organismo. La PLC-yl se expresa en una gran variedad de tejidos, aunque es mas
abundante en neuronas, oligodendrocitos y astrocitos del cerebro asi como en la
embriogénesis, en esta Ultima principalmente en estructuras corticales. La
expresion de la PLC-y2 estd limitada principalmente a las células del sistema
hematopoyético, en donde los sitios principales de expresion son los nédulos
linfaticos. En las células en donde se presentan las dos isoenzimas, la distribucion
subcelular de éstas difiere. En mastocitos, por ejemplo, las PLC-ys son fosforiladas
después de la activacion del receptor FceR1. En estas condiciones PLC-yl se
transloca a la membrana plasmética mientras que la PLC-y2 se mantiene en
regiones perinucleares de las células (Barker et al., 1998). Los distintos patrones
de expresiéon de las PLC-ys correlacionan con las funciones también distintas de
estas fosfolipasas. La PLC-y1 participa en el desarrollo embrionario mientras que
la PLC-y2 lo hace en la regulacion de la respuesta inmune. Esto quedo
demostrado con la obtencién de animales nulos para cada una de estas enzimas.
Ratones nulos para la PLC-yl, obtenidos mediante recombinacion homodloga,
mueren como embriones a los nueve dias después de la gestacion. Antes de los
nueve dias, los embriones homocigotos mutantes son considerablemente mas
pequefios que los silvestres. Fuera del tamafio reducido, estos embriones no

presentan ninguna otra anormalidad aparente. Aunque las funciones especificas
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de la PLC-y1 durante el desarrollo embrionario no se conocen, la enzima tiene un
papel esencial (Ji et al.,, 1997). Se ha sugerido que debe regular procesos
celulares como la proliferacion y diferenciacion celular en tejidos importantes para
el desarrollo embrionario. Por el contrario, los ratones nulos para la PLC-y2 son
viables. Estos ratones muestran defectos en la maduracién y funcionamiento de

las células B, plaquetas y mastocitos (Wang et al., 2000).

3.6.2 Estructura multidominio

Las PLC-ys tienen diferencias estructurales con respecto a las otras PLCs. Por
ejemplo, el dominio catalitico, compuesto por las regiones X y Y, se encuentra
separado por la region Z. En las demas PLCs estas regiones se encuentran
unidas. Se ha demostrado que las regiones X y Y se unen en una estructura
terciaria, ensamblando asi un dominio cataliticamente activo (Horstman et al.,
1996). La region Z esté formada por dominios involucrados en interacciones entre
proteinas: dos dominios SH2, los cuales son capaces de unirse a residuos de
fosfotirosina; un dominio SH3, el cual es capaz de unirse a proteinas con
secuencias ricas en prolina, y un dominio PH dividido en dos fragmentos. Las
PLC-ys contienen otros dominios que también se encuentran en las demas
fosfolipasas C: un dominio completo PH, el cual es capaz de unirse a fosfolipidos
de inositol fosforilados en la posicién 3, una region EF que contiene cuatro
dominios EF que pueden unir calcio, aunque su funcibn es hasta ahora
desconocida y un dominio C-2, en el extremo carboxilo-terminal, capaz de unirse a

fosfolipidos de una forma dependiente de calcio (Fig. 5) (Rhee, 2001).

Z
NH, || PH | EF P-| |SH2||SH2||SH3||-H C2 || COOH

Figura 5. Esquema representativo de los dominios de la PLC-y.

16



3.6.3 Regulacion y funcién celular

Originalmente se encontr6 que la actividad catalitica de las PLC-ys se
incrementaba después de que las células eran estimuladas con moléculas tales
como el factor de crecimiento epidermal (EGF) y el factor de crecimiento derivado
de plaguetas (PDGF) (Noh et al., 1995). La union de estos factores de crecimiento
a sus receptores con actividad de tirosina-cinasa resulta en la dimerizacion del
receptor, la activacion de los dominios cataliticos y finalmente la fosforilacion
cruzada del fragmento intracelular de los receptores en residuos de tirosina. La
PLC-yl, a través del dominio SH2 amino terminal, se une a residuos de
fosfotirosina del receptor activado (Fig. 6) (Poulin et al., 2000). Esta asociacion
permite que la PLC-yl sea translocada a la membrana y ello le da acceso a su
sustrato, el PIP,. La PLC-yl es fosforilada en tres residuos de tirosina por el
receptor, aunque solo una de estas fosforilaciones es requerida para la activacion
catalitica de la fosfolipasa (Sekiya et al., 2004). Las PLC-ys también pueden ser
activadas por algunos receptores que no tienen actividad de tirosina-cinasa. La
PLC-yl puede ser activada por receptores acoplados a proteinas G (GPCRs),
como el receptor de la angiotensina Il y el de bradiquinina, por receptores de
citocinas o por inmunorreceptores tales como el receptor de células T. La PLC-y2
es activada rio abajo de receptores de inmunoglobulinas en células del sistema
inmune como las células B, plaquetas y mastocitos. En todos estos casos, las
PLC-ys requieren ser fosforiladas por enzimas con actividad de tirosina-cinasa

intracelulares como las de la familia de las Src, Syk y Tec (Rhee, 2001).

Ademas del dominio SH2 amino terminal, las PLC-ys contienen otros dominios
importantes para la translocacién de la enzima a la membrana, que por lo tanto
participan en la regulacion de la actividad catalitica. Los dominios PH y C-SH2 se
pueden unir al PIP3; generado en la membrana después de la estimulacion con
factores de crecimiento favoreciendo la translocacion de la PLC-y a la membrana
celular (Fig. 6) (Falasca et al., 1998). Por otra parte, se ha propuesto que el

dominio SH3 esta involucrado en la unién de la PLC-y al citoesqueleto de actina y
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gue esta union es importante para colocar a la PLC-y en las proximidades de la
membrana celular, aunque se desconocen las implicaciones que este hecho

pueda tener sobre la regulacién del dominio catalitico (Bar-Sagi et al., 1993).

Factor de Crecimiento

FI Receptor
Membrana I

PIP,

PI3K Py FYP QC-SHZKF { PH |

PY= [YP N-SH2

PYS kYP PLC-y

Figura 6. Mecanismo de translocacibn a la membrana de la PLC-y después de la
activacion de RTKs (Modificado de Rhee, 2001).

Debido a que los RTKs que activan a las PLC-ys estan asociados con el
crecimiento y la proliferacion celular, se ha sugerido que las PLC-ys son
requeridas para estos procesos. Sin embargo, la funcién de las PLC-ys en la
sefalizacion de los RTKs ha sido controversial. Algunos investigadores han
demostrado que la PKC, activada por la PLC-y, regula positivamente a la via de
las MAPKSs, estimulando con ello la mitosis (Burgering et al., 1993). Por otra parte,
otros investigadores han colocado a la PLC-y como un regulador negativo, siendo
capaz de inactivar y estimular la degradacion de este tipo de receptores, por
medio de la activacion de PKC (Seedorf et al., 1995). Es importante notar que
estos datos fueron obtenidos a partir de cultivos celulares utilizando células
diferentes, lo que podria indicar que el modo de accion de la PLC-y depende del
tipo celular, ademas de que son datos obtenidos en experimentos de ganancia de
funcion, que bien pueden no tener significancia fisiolégica. Por lo tanto, es
importante conocer las funciones e implicaciones de la relacion de la PLC-y con
los RTKs en un contexto fisiol6gico, como el que ocurre durante el desarrollo de

un organismo multicelular donde se sabe que la PLC-y se requiere. Algunos
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animales modelo como Drosophila melanogaster, ya antes mencionado, pueden

ser sistemas apropiados para este tipo de estudio.

3.7 La PLC-y en Drosophila

D. melanogaster contiene una PLC-y codificada por el gen small wing (sl). Se ha
observado que moscas homaocigas mutantes para este gen son viables y fértiles.
Estas moscas muestran alteraciones sutiles y bien definidas. Tienen alas 20%
mas pequefias que las de moscas silvestres y muestran fragmentos de venas
ectopicos. Sus ojos presentan omatidios con un nuamero extra de células
fotorreceptoras R7, lo que genera defectos en la rotacién y la estructura de los
omatidios afectados (Fig. 7) (Thackeray et al., 1998). Estos fenotipos mutantes
indican que la PLC-y esta involucrada en el crecimiento del ala asi como en la

diferenciacion de las venas y los fotorreceptores R7.

Figura 7. Fenotipos mutantes de sl en Drosophila. Alas de mosca hembra silvestre (A),
hembra mutante sI* (B) y macho mutante sl. Las flechas en B y C indican fragmentos de

venas ectopicos. Microscopia electrénica de barrido de ojos silvestres (D) y mutantes sl
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(F). Secciones tangenciales de ojos silvestres (E) y mutantes sI* (G). Las flechas en G
indican fotorreceptores R7 extra (Thackeray et al., 1998).

La presencia de alas pequefas en las mutantes sugiere que la PLC-y es un
componente positivo de vias que estimulan el crecimiento y la proliferacion celular.
Sin embargo, hasta ahora no se conocen los mecanismos moleculares a través de
los cuales la PLC-y regula el tamafio del ala. Las vias de sefializacion que
estimulan el crecimiento y que son activadas por RTKs, como la via de la insulina,
son candidatas factibles para mediar la funcion de la PLC-y en el crecimiento del

ala.

Los defectos en la diferenciacién son similares a los observados en moscas con
mutaciones gque sobre-activan la via de las MAPKSs tanto en el ojo como en el ala.
Como se ha mencionado, las MAPKSs estimulan la diferenciacion de las venas y de
los fotorreceptores R1-R7. Esta activacion esta mediada por el receptor del EGF.
Adicionalmente, las células R7 requieren de una segunda activacién de las
MAPKs mediada por el receptor Sevenless. Tanto el EGFR como Sevenless son
RTKs. A pesar de lo anterior, se conoce muy poco en Drosophila acerca de la
regulacion de la PLC-y, asi como de la relacion que guarda con las MAPKs

durante el desarrollo del ala y del ojo.

En los ultimos afios se ha sugerido, con base en pruebas de interaccién génica,
qgue el fenotipo de R7 extras en el ojo se debe, en efecto, a una sobre-activacion
de las MAPKSs, lo que coloca a la PLC-y como un regulador negativo de esta via en
la diferenciacién de este fotorreceptor (Thackeray et al., 1998). Mas recientemente
se encontré que la PLC-y estimula la acumulacion de Spitz (Spi), un ligando del
receptor del EGF, en el reticulo endoplasmico de células en cultivo S2R+ de
Drosophila. En ese mismo estudio, realizando experimentos de rescate genético
en el ojo de Drosophila, se demostré que la funcién de la PLC-y se requiere solo
en las células fotorreceptoras R8 (células que secretan Spitz para inducir la

diferenciacion de R1-R7). Esto fue deducido de la observacion de que la expresiéon
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de una version silvestre del gen sl en células R8 elimind casi completamente los
R7 extras presentes en el ojo de las moscas mutantes (Schlesinger et al., 2004).
En su conjunto, los datos anteriores argumentan que la PLC-y inhibe la
sefalizacion de las MAPKs bloqueando el procesamiento y/o la secrecion de Spitz
al espacio extracelular, regulando con ello la diferenciacion celular en el ojo.
Evidentemente, varios aspectos de este proceso se desconocen; entre ellos, la
forma de activacion de la PLC-y asi como los componentes necesarios para unir a
la PLC-y activada en la membrana celular con la maquinaria del procesamiento de
Spitz en el reticulo endoplasmico. Por otra parte, la funcion de la PLC-y en la
diferenciacion de las venas del ala no ha sido estudiada. Se desconoce si se
requiere de un mecanismo similar al del ojo para regular la diferenciacion de las

venas.
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4. HIPOTESIS

La PLC-y regula procesos de crecimiento y diferenciacion celular a través de su
activacion por el receptor de insulina y la modulacion negativa de la via de las

MAPKSs durante el desarrollo del ala y el ojo de D. melanogaster.

5. OBJETIVOS

e Determinar el patron de expresion de sl (PLC-y) durante la embriogénesis y

en los discos imagales del ojo y el ala.

e Determinar si la disminucion en el tamafio del ala de las mutantes para sl se

debe a alteraciones en la proliferacion y/o crecimiento celular.

e FEvaluar las interacciones génicas entre sl y componentes de la via de

sefializacion de la insulina y la via de las MAPKSs.
e Evaluar las interacciones génicas entre sl y genes de la via de sefializacion
clasica de la PLC-y.

e Evaluar la funcion de los dominios SH2 de la PLC-y en la regulacion de la

diferenciacion y el crecimiento.
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6. METODOLOGIA

6.1 Cepas de D. melanogaster empleadas en este trabajo

Las moscas se cultivaron a una temperatura de 25°C y a una humedad relativa de
50%. Las cepas utilizadas son: sI*/FM7c, s¥/FM7c (de J. Carlson, Yale University,
USA), sl’FM7c (de J. Thackeray, Clark University, USA), InRF¥/TM3,
INR®“®/TM3, InR?*™/TM3, chico'/CyO, Dp110°"¥TM6, PKBY/TM3, PKB3*TM3 (de
E. Hafen, ETH, Switzerland), aos®/TM3, Egfr?/CyO, Dos®*Y/TM3, drk®®/CyO,
r/CyO, Ras85D%¥/Cy0, Sos*/CyO, Sos™/CyO, Rack1FF/CyO, rho'®Y/TM3,
S%In(2LR)bw"1ds*K, spi*/CyO, Ip3R®YTM3, PKC53EF"%%/Ccy0, vn®??/TM3 y
P(ey-FLP.N)6, ry>® (del Bloomington Drosophila Stock Center, Indiana University,
USA).

6.2 Pruebas Genéticas

Las pruebas de interacciones génicas se realizaron cruzando moscas hembras
virgenes homocigotas mutantes para sl*, si* o sl con machos de los siguientes
genotipos: InRF*/TM3, InR®“**/TM3, chico’/CyO, Dp110°"3}/TM6, PKBYTMS,
aos?/TM3, Egff/CyO, Dos™YTM3, drk®®/CyO, rlY/CyO, Ras85D%¥ICyO,
Sos*YCyO, Sos™/CyO, Rack1FF/CyO, rho"®Y/TM3, S%In(2LR)bw"ds®K,
spit/CyO, Ip3R®*TM3, vn°?*Y/TM3 y PKC53EF"1%%/Cy0. En la descendencia, con
la ayuda de cromosomas balanceadores marcados, se seleccionaron machos
hemicigotos mutantes slI*, si? o sI® (el gen sl esta localizado en el cromosoma X,
por lo que los machos se comportaran como homocigotos mutantes) y que
ademas eran heterocigotos para cada una de las mutaciones estudiadas. Para los
experimentos de rescate, el procedimiento fue el mismo, solo que los machos

cruzados contenian las diferentes construcciones de sl.
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6.3 Hibridacion in situ

6.3.1 Sintesis de la sonda

Previo a la reaccion de transcripcion, se linearizo el plasmido con el cDNA de sl
para generar las sondas sentido y antisentido, mediante la digestion con Notl o
con Xhol, respectivamente. Para cada sonda, el producto de la digestiéon se
separé mediante electroforesis en gel de agarosa. Se realizé una extraccién con
fenol de la banda obtenida del gel. Para la reaccién de transcripcion, se utilizé 1 pg
del DNA purificado y se le agregaron 2 ul de una mezcla de NTPs con UTP
marcado con DIG (10 mM ATP, 10 mM CTP, 10 mM GTP, 6.5 mM UTP y 3.5 mM
DIG-UTP pH 7.5), 2 ul de buffer de transcripcion (10x), 1 ul de inhibidor de RNasa
(20 u/ul) y 2 pl de RNA polimerasa (20 u/ul). La mezcla se incub6 a 37°C por 2
horas. Posteriormente, la reaccion se detuvo agregando 2 ul de EDTA 0.2 M.
Finalmente, cada sonda se precipitd con etanol y se diluyé en buffer de
hibridacién. Como control de calidad de la sintesis, se realizé un ensayo de Dot

Blot para cada sonda sintetizada.

6.3.2 Hibridacioén in situ en embriones

Los embriones se trataron de acuerdo a Tautz y Pfeifle (1989). Brevemente, éstos
se colectaron de placas de puestas con agarosa y jugo de uva 0 manzana, se
lavaron con agua destilada y se decorionaron con cloro. Posteriormente se les
elimino el vitelo con metanol y agitacion, y se trataron con xileno. Se fijaron con
formaldehido y se incubaron en una solucion de proteinasa K. Se fijaron
nuevamente y se hibridaron por separado con la sonda sentido o la sonda
antisentido durante toda la noche a 55°C. Después se incubaron con anti-DIG y se
revelaron con NBT/BCIP.
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6.3.3 Hibridacién in situ en discos imagales

Se sigui6 el protocolo de Tautz y Pfeifle (1989). En breve, los discos imagales de
ala y de ojo se extrajeron de larvas de tercer estadio. Se fijaron en
paraformaldehido y se deshidrataron con una serie de soluciones de etanol.
Posteriormente se trataron con xileno, se fijjaron nuevamente y se digirieron con
una solucién de proteinasa K. Se fijaron una tercera vez y posteriormente se
hibridaron por separado con la sonda sentido o la antisentido durante toda la
noche a 55°C. Finalmente se lavaron e incubaron con anti-DIG y se revelaron con
NBT/BCIP.

6.4 Determinacion del peso corporal

Para las mediciones del peso corporal se utilizaron hembras homocigotas o
heterocigotas (tomadas como control) para el alelo mutante sl°. Las moscas, de
dos dias de edad, se congelaron y posteriormente se pesaron utilizando una
microbalanza (Cahn C-31, USA) con una sensibilidad de 0.1 pug y un rango de 0.1
ug—25 mg. Para las mediciones de las pupas, las larvas hembras de tercer estadio
larvario se separaron y continuaron su desarrollo hasta formar pupas entre los
estadios P12 y P15. Las pupas se pesaron como se menciond antes para las

moscas adultas.

6.5 Analisis de alas

Las alas se separaron de moscas anestesiadas con CO,, se colectaron en etanol
absoluto y se montaron en un portaobjetos con una solucion de acido
lactico:etanol (6:4). Una vez montadas, se examinaron en un microscopio
compuesto. Las mediciones de la superficie del ala y el area de los fragmentos de

venas ectopicos se realizaron manualmente con la ayuda del software IPLab. Para
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la determinacién de la densidad celular, se contaron el numero de células
(representadas por tricomas o pelos) presentes en una region entre las venas L3 y
L4. La densidad se calculé dividendo el numero de células entre el area de la
region seleccionada (0.0298 mm?). Para determinar el nimero total de células por
ala, se contaron manualmente las células en toda la superficie del ala usando el

software ImageJ.
6.6 Analisis de ojos

6.6.1 Microscopia electronica de barrido

Las moscas se anestesiaron en frio, se montaron y orientaron en una base de
aluminio con adhesivo y pintura de carbén. Para obtener las imagenes de los ojos
se utilizd un microscopio electrénico de barrido JEOL 1010 en condiciones de alto
vacio y con un voltaje de aceleracion de 20 KeV. Los ojos, colocados de forma
perpendicular al haz de electrones, se digitalizaron a 230X. Las imagenes
digitalizadas se utilizaron para medir el area del ojo y el conteo del nimero de

omatidios se realiz6 con el software ImageJ.

6.6.2 Histologia

Las moscas se anestesiaron con CO, y se decapitaron. Las cabezas se
seccionaron en dos por un corte sagital y se fijaron en 2% glutaraldehido, 1%
Os0O, en buffer de cacodilato 1X (50 mM, pH 7.4) durante 30 minutos sobre hielo.
Se fijaron nuevamente en una solucion de 2% de OsO, en buffer de cacodilato 1X
durante 2 horas en hielo. Posteriormente se eliminé el OsO, y las cabezas se
deshidrataron en una serie de soluciones de acetona. La acetona absoluta se
reemplazé por una solucion de Spurr:acetona (1:1) toda la noche a temperatura
ambiente. Después, la mezcla se sustituy6é por Spurr puro por al menos 4 horas a
temperatura ambiente para permitir el infiltrado de la resina en el tejido. Las
cabezas se orientaron en moldes de plastico con Spurr fresco. Los moldes se

incubaron a 60-65°C por 70 horas para permitir la solidificacion de la resina. Los
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ojos incluidos en la resina se seccionaron tangencialmente con cuchillas de vidrio
en un microtomo (Leica RM2265). Se realizaron cortes de 1 um de ancho, que se
recuperaron en portaobjetos y se tifieron con una solucion de azul de toluidina al
0.15% por cerca de 30 segundos. Finalmente, las preparaciones se montaron en
Entellan (Electron Microscopy Sciences) y se observaron en un microscopio
compuesto. Se control6 que las secciones utilizadas para el andlisis de los
fotorreceptores tuvieran menos de 150 omatidios; debido a que en cortes
tangenciales de o0jo con este numero de omatidios los cortes presentan el
rabdémero del R7, ya que éste se localiza por arriba del R8. Cortes con mas
omatidios, es decir, mas profundos, incluyen rabdémeros del R8 (Thackeray, J.

comunicacién personal).

6.7 Construcciones de rescate sl

Las cepas transgénicas que contienen una serie de construcciones de sl se
obtuvieron de un colaborador (J. Thackeray, Clark University, USA). Las
construcciones con sl silvestre se generaron a partir de un fragmento de 10 kb de
DNA genomico que incluye la unidad transcripcional completa de sl y que
llamamos X10. El fragmento X10 se modific6 para generar una sustitucion del
aminoéacido R619 por A (R619 es un aminoacido critico para la funcion del dominio
N-SH2) o para generar una sustitucion del R726 por A (R726 es un aminoé&cido
critico para la funcion del dominio C-SH2) (Marengere y Pawson, 1992). Estas
versiones modificadas de X10 fueron producidas por mutagénesis dirigida
utilizando el Quikchange kit (Stratagene). Se evalué la capacidad de las

construcciones sl para rescatar los fenotipos de las mutantes sl°.

6.8 Analisis estadistico

Los datos se presentan como un promedio del nimero n de experimentos
realizados junto con su respectivo error estandar. La n esta indicada en cada caso.
Se utilizé la prueba de t de student para determinar la presencia de diferencias
significativas entre parejas de grupos de datos (experimentales versus controles).

La p obtenida esta indicada para cada caso.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Expresion de sl durante la embriogénesis

El transcrito del gen sl que codifica para la PLC-y, est4 presente durante todas las
etapas del desarrollo embrionario. En las etapas mas tempranas se observa poca
expresion posiblemente originada del gen materno (Fig. 8A). Durante la
celularizacion la expresion de sl es intensa; es aqui donde la expresion cigotica se
vuelve mayoritaria (Fig. 8B). Después de la gastrulacion, cuando ocurre la
invaginacion del endodermo, se observa una clara expresion en la banda
germinal, la cual estd constituida por mesodermo y ectodermo (Fig. 8C). Este
patrén continda hasta la retraccién de la banda germinal (Fig. 8D). En las etapas

finales se observa un nivel alto de expresion en el intestino medio (Fig. 8E y 8F).
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Figura 8. Distribucion espacio-temporal del mRNA de la PLC-y durante la embriogénesis
en Drosophila. Embriones en etapas tempranas del desarrollo (A,B); en etapa de
extension de la banda germinal (C); en etapa de retraccion de la banda germinal (D); en
etapa posterior al cerrado dorsal (E); en la etapa final del desarrollo (F). Controles
negativos: embriones incubados con la sonda sentido en etapa temprana del desarrollo

(G); de extension (H) y de retraccion de la banda germinal (1).
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Estos resultados son similares a los obtenidos por Emori et al. (1994) y, dado que
los mutantes nulos del locus son viables (Thackeray et al., 1998), se sugiere que

la PLC-y tiene una funcién no esencial durante la embriogénesis.

7.2 Expresioén de sl en discos imagales

Debido a que mutaciones en sl comprometen el desarrollo del ojo y del ala,
determinamos la presencia del transcrito en los discos imagales respectivos. Estos
discos llevan a cabo procesos de crecimiento, proliferacion y diferenciacion celular
para dar origen a las estructuras correspondientes en el adulto. En el disco imagal
del ala, el transcrito se encuentra Unicamente en la porcion que daré lugar a la
parte ventral del ala adulta (Fig. 9B). Esta distribucion no explica claramente la
presencia de alas pequefias en las mutantes ya que tanto la superficie ventral
como la dorsal son menores. Sin embargo, sugiere que deben existir procesos de
comunicacion intercelular entre el dominio dorsal y el ventral del ala que permitan
mantener las proporciones entre estos compartimentos. Recientemente se ha
reportado que si se induce genéticamente una reduccion en tamafio de un
compartimento, el otro es afectado en proporciones similares, sugiriendo la
existencia de un sistema compensatorio que permite que el ala adulta mantenga
sus proporciones (Mesquita et al., 2010). Por otra parte, en el disco de ojo
observamos que el transcrito esta presente principalmente en el surco
morfogenético (Fig. 9D y 9D"). El surco morfogenético es la estructura donde se
inicia la diferenciacion de las células fotorreceptoras. Este patron de expresion en
el disco de ojo, en conjunto con los defectos en los fotorreceptores observados en
las mutantes sl (Thackeray et al., 1998), sugiere que la PLC-y tiene una funcion
durante la diferenciacion celular en el desarrollo del ojo. También existe expresion
del transcrito de sl en la porcion del disco imagal de ojo-antena que dara origen a
la antena, aunque no se han descrito defectos en esta estructura debidos a la falta

de sl.
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Figura 9. Distribucion espacial del mMRNA de la PLC-y en discos imagales de ala y de ojo-
antena de tercer estadio larvario. Discos imagales de ala (B) y de ojo-antena (D)
incubados con la sonda antisentido. (D") Acercamiento del recuadro en D. El mRNA se
observa en el compartimento ventral del ala (flecha en B) y en el surco morfogenético
(flecha en D"). Controles negativos: discos imagales de ala (A) y de ojo-antena (C)

incubados con la sonda sentido. (C") Acercamiento del recuadro en C.

Los resultados y la discusion continuan como parte del articulo titulado “Insulin
Receptor-Mediated Signaling via Phospholipase C-y Regulates Growth and
Differentiation in Drosophila”.
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7.3 Articulo
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Abstract

Coordination between growth and patterning/differentiation is critical if appropriate final organ structure and size is to be
achieved. Understanding how these two processes are regulated is therefore a fundamental and as yet incompletely
answered question. Here we show through genetic analysis that the phospholipase C-y (PLC-y) encoded by small wing (s/)
acts as such a link between growth and patterning/differentiation by modulating some MAPK outputs once activated by the
insulin pathway; particularly, s/ promotes growth and suppresses ectopic differentiation in the developing eye and wing,
allowing cells to attain a normal size and differentiate properly. s/ mutants have previously been shown to have a
combination of both growth and patterning/differentiation phenotypes: small wings, ectopic wing veins, and extra R7
photoreceptor cells. We show here that PLC-y activated by the insulin pathway participates broadly and positively during
cell growth modulating EGF pathway activity, whereas in cell differentiation PLC-y activated by the insulin receptor
negatively regulates the EGF pathway. These roles require different SH2 domains of PLC-y, and act via classic PLC-y signaling
and EGF ligand processing. By means of PLC-y, the insulin receptor therefore modulates differentiation as well as growth.
Overall, our results provide evidence that PLC-y acts during development at a time when growth ends and differentiation
begins, and is important for proper coordination of these two processes.

Citation: Murillo-Maldonado JM, Zeineddine FB, Stock R, Thackeray J, Riesgo-Escovar JR (2011) Insulin Receptor-Mediated Signaling via Phospholipase C-y
Regulates Growth and Differentiation in Drosophila. PLoS ONE 6(11): e28067. doi:10.1371/journal.pone.0028067

Editor: Efthimios M. C. Skoulakis, Alexander Flemming Biomedical Sciences Research Center, Greece
Received July 11, 2011; Accepted October 31, 2011; Published November 21, 2011

Copyright: © 2011 Murillo-Maldonado et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which
permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Funding: This work was supported by Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) (grants # 81864 and 46133), Programa de Apoyo a Proyectos de
Investigacion e Innovacion Tecnoldgica (PAPIIT) de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) to JRR-E(IN201707) and by the National Institutes of

* E-mail: juanriesgo@prodigy.net.mx

Heath (NIH) awarded to J.T. The funders had no role in study design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.

Competing Interests: The authors have declared that no competing interests exist.

Introduction

During development, proper coordination of growth, prolifera-
tion, and cellular differentiation is eritical for appropriate final organ
structure and size. These processes involve signal transduction
cascades that determine the spatial and temporal pattern of cellular
instructions, Many of these signaling pathways are activated by
growth factors via receptor tyrosine kinases (R'T'Ks). In vertebrates,
phospholipase C-7 (PLC-Y ) is required by some RTKs to regulate
these cellular processes. PLC-7 is an intracellular enzyme activated
by a multistep process; the initial step involves membrane
ciation via RTKs (or non-receptor tyrosine kinases) through
SH2 (Sre-homology 2) domain in PLC-y with a phosphotyrosine

ass

an
residue in the intracellular domain of the activated receptor.
Following this binding, PLC-y is phosphorylated by the RTK on
one or more tyrosines and then catalyzes the hydrolysis of the
membrane phospholipid phosphatidylinositol (4,5) bisphosphate
(PIPy), generating two intracellular messengers: inositol 1,4,5-
trisphosphate (IP;) and diacylglycerol (DAG). 1P; promotes the
release of Ca®" from intracellular stores, via its association with the
inositol triphosphate receptor (IPsR), while DAG, together with
(Ja;’*‘ activates protein kinase C (PKC) [1,2,3,4]).

In Drosophila melanogaster, a single PLC-Y gene has been
identified, encoded by the locus small wing (s)) [5]. The mRNA is
expressed throughout development, with overall expression

@ PLoS ONE | www.plosone.org

highest during embryogenesis [6]. Surprisingly, given this early
expression, a large fraction of homozygotes reach adulthood;
homozygous s/ null mutants are recovered, and are viable and
fertile. Yet, s/ homozygotes do have developmental defects: their
eyes have a mildly rough phenotype, due to some ommatidia
containing one or more extra R7 photoreceptor cells, and their
wings are smaller than wild type and contain patches of ectopic
veins [5]. These phenotypes indicate that Sl is involved in
regulating differentiation of R7 photoreceptor cells and wing veins,
as well as growth control in the wing.

Genetic experiments suggest that the extra R7 photoreceptor
phenotype results from over activation of the MAPK cascade,
showing that SI is a negative regulator ol this pathway during
photoreceptor development [5]. s/ was also identified in a cell-
based RNAI screen for loss-of-function phenotypes that inhibit
endoplasmic reticulum (ER) accumulation of processed Spitz (Spi),
which is an EGF receptor ligand [7]. This suggests that the s~
encoded PLC-y participates in a Spi retention mechanism in the
ER. Genetic rescue experiments indicate that Sl is required
specifically in cells processing the ligand (a non-cell autonomous
effect), as demonstrated by the rescuing capacity in s/ mutant flies
of wild type S| expression in R8 photoreceptor cells only [7].
Taken together, these results suggest that S| inhibits the MAPK
pathway through controlled retention of Spi in the ER of R8 cells
in developing compound eyes.
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Nevertheless, other questions remain. What is the mechanism
by which S| regulates these different processes (growth, differen-
tiation), and how is S itsell activated? Do other RTKs activate Sl,
as is the case for PLC-y in vertebrates? Besides the EGF receptor,
an interesting additional RTK candidate for SI activation is the
insulin receptor, because the insulin pathway regulates growth and
cellular proliferation in all tissues in Drosoplula [8]. Most notably,
this pathway was recently shown to be involved in controlling the
timing of differentiation by modulating EGF/MAPK target genes
in developing photoreceptors [9].

Here, we show that S| stimulates growth. We use the wing to
show through genetic experiments that together with the insulin
and EGF/MAPK pathways and in a manner dependent on
components downstream of S| such as the IP;R and Pked3E, Sl
stimulates cellular growth. Also, in the developing wing and eye, SI
activated by the insulin receptor inhibits MAPK signaling and thus
cellular differentiation in a manner again dependent on PLC-y
signaling downstream components, such as the IPsR. We also
show that PLC-y genetically interacts with Star and Rhomboid,
suggesting modulation of the processing of the EGF ligand Spitz as
an avenue of Sl function in all these different phenotypes.

Finally, we also show that the C-SH2 and N-SH2 domains
individually are not required for cellular growth, whereas only the
N-SH2 domain is required for patterning/differentiation.

Results

S| modulates cellular growth in the wing

Wings from s/' and s# mutants were previously shown to be
reduced in length by about 20% [5]: although these are not null
alleles, they are strong hypomorphs. We compared wild-type and
s mutant wings and found that the area of the wing blade is also
reduced by 20% (Fig. 1A, B, C). To determine whether this
phenotype  results from a reduction in growth or cellular
proliferation, we determined cell density in an area between veins
3 and 4 in the wing (Fig. 1A and IB). Mutant wings showed
significantly higher cell density than wild-type wings (mean of 8653
and 7106 cells/mm"), respectively; Fig. 1A°, 1B” and 1D),
imdicating that the mutant wing blade cells are 21% smaller than
wild-type. This means that the reduced area of the wing can be
fully explained by a reduction in cell size. Consistent with this
model, we found that the number of cells in wild-type and s/
mutant wings is not significantly different (Fig. 1E). This
demonstrates that Sl normally acts to stimulate cell growth in
the wing, but does not affect cell proliferation in this tissue.

To determine how Sl stimulates cell growth, we examined the
cffects of reductions in gene dosage in the EGF/MAPK and
msulin signaling pathways on the size of s/ mutant wings, since
both the MAPK [10] and insulin pathways [8] have heen shown to
regulate growth in the wing. The EGFR has multiple ligands:
Spitz (Spi) and Vein (Vn) are activating ligands, whereas Argos
(Aos) is inhibitory. Once activated, the EGFR binds to a
cytoplasmic scaffold protein, Daughter of sevenless (Dos), and to
an adaptor protein, Downstream of receptor kinase (Drk), which
leads to the membrane translocation of the guanine nucleotide
exchange factor Son of sevenless (Sos). There, Sos favors exchange
of bound GDP for G'IP in Ras85D, and that, in turn, leads to
activation of the MAPKKK Pole hole (Phl; also known as Rafl),
which in turn activates the Downstream of rafl (Dsorl) MAPKK;
activated Dsorl then activates Rolled (Rl), the Drosophila MAPK
[10]. All mutant s# flies heterozygous for mutations in MAPK
pathway components tested have a small but significant further
reduction in the area of the wing blade compared to s mutants
(Fig. 2A).

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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In the insulin pathway, the activated insulin receptor (Inr) binds
to the cytoplasmic substrate Chico (a Drosophila homolog of IRS),
which leads to the activation of the lipid kinase phosphoinositide 3-
kinase (PI3K) and, further downstream, the ser/thr kinase protein
kinase B (PKB, also referred to as Aktl) [11]. Mutant st flies
heterozygous for mutations in fur and Dpl10 (the catalytic subunit
ol PI3K) showed a similar effect to mutations in genes of the
MAPK pathway (Fig. 2B). In contrast, s flies with a mutation in
PEB have bigger wings than s/ alone, suggesting a negative
feedback loop on pathways stimulating cellular growth in this
context. Taken together, these data indicate that S| normally
participates with the EGF/MAPK and insulin pathways as a
positive mediator of cell growth in the wing.

PLC-y catalytic activity generates 1Py and DAG by PIP,
hydrolysis, leading to modulation of Ca”* release by IPy receptors
and PKC activation. In order to study PKC involvement, we
characterized a mutation in one of the fly homologs of PKC,
PRC33E. PRC53E mutants are homozygous viable and fertile, yet
have a reduction in wing size of 11.5%, similar to s/ mutants; by
contrast, PRCS3E heterozygotes have wild-type wings (Fig. SIA).
We therefore tested whether the PRCS3E growth phenotype can
be tied to known PLC second messengers. In an s/ mutant
background, reduced gene dosage of IP;R or PRCS3E produced
further reductions in wing size (Fig. 2C). In the same s/ mutant
background, heterozygosity for a mutation in Rackl, a gene that
encodes an scaffold protein for various signaling molecules
mcluding PKC [12], generated a similar effect (Fig. 2C). These
results are consistent with the idea that the cell growth defect in s/
mutants operates via the classic PLC second messengers IP; and
DAG, with a concomitant effect on PKC.

Further downstream, we sought to investigate whether process-
ing of Spitz is required for s/ dependent wing growth, as Sl has
been shown to participate in a Spi retention mechanism in the ER
during eye development [7]. To do so, we evaluated the function
of rhomboid (rho), which encodes a Golgi membrane protease that
cleaves the inactive, membrane bound Spi precursor to generate
mature, secretable Spi [13]; Star (8), which encodes a type II
transmembrane protein involved in trafficking Spi from the ER to
the Golgi [13,14], and spr itself. Flies heterozygous for mutations in
these three genes in an s mutant background indeed showed
greater reductions in wing size than solely s/* mutant flies (Fig. 2).
Heterozygosity for spr in an s/ mutant background gave the biggest
reduction of all tested interactions: wings were reduced a further
63% assuming s/ reduction as 100%, while heterozygosity for
IP;R, PRC53E, Rackl, rho and § gave reductions between 10 and
45%. This suggests that Sl regulates cellular growth in the wing by
positively modulating Spi processing. Heterozygosity for aos and on
also gave further reductions in wing size, indicating their
mvolvement in modulating MAPK pathway activity by s/ (Fig. 2A).

We repeated some of these genetic interactions with the
molecular null allele 5, We found that mutations in the MAPK
and insulin pathways, as well as in the IP;R, do not modify the
wing size of s’ mutant flies (Fig. 2D). As st is a molecular null, this
means that at the time of S| function, the MAPK/insulin pathways
regulate wing size solely through Sl-dependent avenues.

Sl has a broad role in cell growth

Since Sl normally acts to stimulate cellular growth in the wing,
we wondered whether it plays a similar role in other tissues. As s/
mutant eyes have extra R7 photoreceptor cells, indicative of s/
function there [5], we sought to investigate whether growth
phenotypes are present in this structure as well. We found that
indeed, the area of the eye in st homozygotes is reduced by about

8% compared to wild-type controls (p<0.002; Figs. 3A, B, C).
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Figure 1. Wing phenotype of s” mutants compared to ORR (Oregon R) controls. Only male flies were used in this and subsequent figures
unless otherwise noted. (A) Wild type wing. (A") shows a higher magnification of boxed area in (A), illustrating the wing region used to determine cell
density. (B) s/ mutant wing. (B') shows an amplification of boxed area in (B), used to determine cell density. (C) Histogram showing the reduced
mutant s wings area. n = 100. (D) Histogram showing an increase in cell density in s/ mutant wings. n=100. (E) Histogram showing the averages of
total number of cells of complete wing surfaces. n=5. s/* and ORR do not differ significantly. *p<0.001; error bars represent SEM.

doi:10.1371/journal.pone.0028067.g001

This reduction can largely be explained by a 9% reduction in the
number of ommatidia, as we found a mean of 765 ommatidia in
wild-type controls compared to only 698 in id homozygous eyes
(p=<<0.0001; Fig. 3D).

Given that s/ mutants show smaller cells in the wing, we also
tested whether there might also be a cell size change in the cye,
using the FLP-FRT system to generate mutant clones in otherwise

wild-type tissue. Because loss of s/ results in the recruitment of

additional R7 photoreceptors [5], we compared the combined
arca of the rhabdomeres in R1-R6 photoreceptor cells between
adjacent s//+ and sf' mutant patches. We found that this area was

'@ PLoS ONE | www.plosone.org

reduced in mutant patches by an average of 15.2% compared to
adjacent st + patches in the same section (Figs. 3E and 3F).

If SI is involved more globally in growth control we might
expect to see a change in the overall size of the fly, as observed for
mutations in the insulin signaling pathway [8]. One way in which
this might be manifest is in the animal’s mass. We compared two-
day-old s/ homozygous females with sibling si* heterozygotes and
found the mutants are about 8% lighter; 1.29%0.019 mg
compared to 1.41£0.017 mg. This difference is highly significant
(p<<0.001; n=70 per genotype; mean = SEM). We also evaluated
pupae using the same genotypes, measuring both pupal length
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Figure 2. Reduced gene dosage of MAPK and insulin pathway genes on s/ mutant wings. Heterozygous mutant conditions for EGF/MAPK
(A) and insulin (B) signaling genes, and genes downstream of Sl (C) change the s/* mutant wing size. Histogram in (D) shows the effects on s/° mutant
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genes tested unless otherwise noted.
doi:10.1371/journal.pone.0028067.g002

[15.16] and weight of stage 12-15 pupae. There were no
significant differences (3.16=20.01 mm for s/* homozygotes to
3.1420.009 mm for s’ heterozygotes measuring pupal longest
axis, and 144620012 mg for s’ homozygotes, 1o
1.464£0.012 mg for s/’ heterozygotes. n =73 for s homozygotes,
and n=79 for s’ heterozygotes; mean = SEM). These analyses
show that SI plays a more general role in the promotion of cell
growth, beyond the one classically described in the wing.

Insulin receptor via Sl inhibits wing vein differentiation

o mutant flies sometimes show small ectopic wing veins,
indicating an excess of cellular differentiation [5]. Vein
differentiation in the wing is regulated by various pathways,
including the EGF/MAPK. amongst others [review in 17.18].
We found that reductions in gene dosage of most MAPK
pathway genes tested partially rescued the ectopic vein phenotype
of s/ mutant wings, indicating that the ectopic veins are a result
of over activation of MAPK signaling, the exceptions being aos
and spi. Consistent with its role as an EGFR inhibitory ligand,
heterozygosity for aes significantly augmented the ectopie vein s/
phenotype, strongly implying Aos in the regulation of vein
differentiation. In contrast, heterozygosity for spi had no
significant effect, indicating that for vein differentiation Vn,
rather than Spi, is critical (Fig. 4A).

@ PLoS ONE | www.plosone.org

sP mutant flies heterozygous for mutations in the insulin
pathway show no consistent change in the ectopic veins phenotype
of s wings; one shows a significant increase (/nR), one shows a
significant decrease (Dpl10) and two others (¢hico and PEB) are
unchanged (Fig. 4B). Given that the s/ ectopic vein phenotype is
exacerbated in a heterozygous InR background, this argues that
the st-encoded PLC-y requires the insulin receptor to regulate cell
differentiation in the wing, but the pathway downstream of the
receptor may not be the standard one described in other contexts.

To explore further the possibility of a role for insulin signaling in
wing vein formation we examined viable heteroallelic combina-
tions of both mR and PRB (Ir:R""“"‘“"-’ and PKB"?). In cach case
we observed low percentages of wings with small ectopic vein-like
patches (12.7%, n=79 for IR and 8% n=87 for PKB),
confirming their participation in vein differentation (Fig. 4C
and 4D).

We wondered whether the excess vein differentiation in the s/
mutants occurs via the canonical downstream PLC effectors, so we
determined the effect of changes in dosage of some of these.
Heterozygosity for mutations in the IP;R and Rack! significantly
increased the ectopic vein area in s/ mutant wings; in addition, we
observed a dramatic inerease in the vein phenotype when the
dosage of PRCS.

: ; 2
53E was reduced in an s/ mutant background
(Fig. 4E). This is consistent with a previous report describing
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ectopic expression of the PKC53E kinase domain, suggesting that
PKC53E regulates vein differentiation in the wing [19]. In
agreement with this finding, we found that flies homozygous for a
hypomorphic allele of PRC33E also show ectopic veins (Fig. S1B),
even if surveyed in an s/ background. This argues that function of
this PKC homolog, PKC33E, is particularly important for vein
formation.

As mentioned earlier, the mechanism by which S affects R7
photoreceptor differentiation is proposed to be via its involvement
in ER retention of the EGF ligand Spitz, in a pathway that also
involves Rho and Star [7]. Does the same mechanism operate in
the wing? We found that heterozygosity for mutant alleles of rho
and 8, but not spi, increased the vein phenotype of o mutants
(Fig. 4E), suggesting a Spi-independent role for Rhomboid-1 and
Star in modulation of vein differentiation, perhaps by their
involvement in the processing of a MAPK pathway ligand other
than Spi, such as Keren.

We looked at some of the same interactions with the null allele
st and found that mutations in the MAPK and insulin pathways in
general, as well as in the IP;R, affect the extent of ectopic vein

'_'.@_'. PLoS ONE | www.plosone.org

territory in sf mutant flies in a similar fashion to that seen in s
mutants (Fig. 82). Because a further increase in severity of the wing
vein phenotype can be seen in st’, this indicates that Sl is not the
only avenue of vein differentiation modulation by insulin signaling.
IPsR activity is also required independent of Sl most likely
regulated by cytoplasmic calcium concentrations as the IPsR is
known to be regulated by calcium |20}, and this could account for
the exacerbation of the ectopic vein phenotype in an s/ null
mutant background. Taken together, these results confirm a
previously unrecognized role for insulin receptor signaling in
differentiation and imply that there are both Sl-dependent and SI-
independent ways ol regulating vein differentiation by insulin
signaling in the wing.

Insulin receptor participates in R7 photoreceptor
differentiation via Sl

sl mutant flies have extra R7 photoreceptors in the eye,
indicating that Sl normally inhibits cellular differentiation of this
cell type [5]. A reduction in gene dosage of components of the
MAPK pathway partially rescues the extra R7 photoreceptor
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phenotype in s/ mutant flies ([5] and Figs. 5B and 5C), indicating
that the differentiation defect, like the ectopic vein phenotype, is
due to pathway over activation. The sole exception, of the genes
tested, is aos. As expected, and consistent with its role as an EGFR
inhibitory ligand, heterozygosity for acs in an s/ mutant
background resulted in a dramatlc increase in the s/ mutant extra
R7 phenotype. Male s ans™ /4 eves also have noticeably
increased roughness (Fig. 83).

We examined next whether the insulin pathway is also involved
in this process by analyzing the effect of heterozygous mutations in
this pathway on the number of ommatidia with extra R7 cells in s#*
mutant eyes. Similar to our findings with the ectopic wing vein
phenotype, only heterozygosity for mutations in the insulin
receptor itself showed a significant increase in the photoreceptor
phenotype (Fig. 6B and 6C). The average number of R7 cells per
ommatidium rose dramatically: from 1.2520.003 in s males to
1.89%+0.36 (n=4-6 eyes, p<0.002) for sibling s/ males with a
copy of IR, We found the same result with another
hypomorphic allele of PLC-y: si' (Fig. S4A). The average number
of R7 cells per ommatidium rose from 1.10£0.037 in s males to
1.58%0.038 (n=5-7 eyes, p<0.002) for sibling ' males with a
copy of mR““", By contrast, in an s/ background, the IR
mutation did not increase the severity of the R7 phenotype (Fig.
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$4B), but given that s/’ is a molecular null, this result is expected if
Sl is the only avenue of modulation for the insulin receptor in the
eye. This contrasts with the vein differentiation results, suggesting
different modes of activity for Sl in these processes. We also found
that reduced dosage of ehico, Dpli0) and PKB significanty
decreased the extra R7 phenotype of s#* mutants (Fig. 6C).
Heterozygosity for a mutation in the IR in an s mutant
background showed an increase in the number of ommatidia with
extra R7 cells (Fig. 6F), and in the number of R7 cells per
ommatidium (Fig. 6E) (from 1.25x0.003 in s males, to
1.76+0.11 in sibling s males with a copy of IP;R™, n=5,
p<0.001). A similar effect was observed for the same PR
mutation in an s/’ mutant background (Fig. $4B), indicating that
the IPsR regulates R7 differentiation in Sl-dependent and SI-
independent ways, as is the case for ectopic vein diflerentiation.
Mutant s flies heterozygous for a mutation in PECSSE also
showed a significant increase in the extra R7 photoreceptor
phenotype (Fig. 6F). However, flies homozygous for a PRC53E
mutation alone showed <<1% of ommatidia with extra R7 cells
(Fig. S1C); n contrast, about 50% of these mutant flies showed
ectopic veins in the wing, indicating that this protein has an
important role in the regulation of vein differentiation but net in
R7 differentiation. In agreement with this, heterozygosity for
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Rackl did not modify the number of extra R7 cells in an s mutant
background (Fig. 61).

We found that heterozygosity for rho and spi mutant alleles
produced a significant decrease in the extra R7 phenotype of s
mutants, from 1.25%0.003 in s to 1.09£0.019 for s&* heterozy-
gous for ko and to 1.13£0.015 for sl heterozygous for spi (Fig. 6F
and 5C show these reductions as percentages). § mutations have a
dominant phenotype in the eye; one of these is a discrete foss of R7
cells in §% (4.97+0.42 percent of ommatidia without R7 cells or
0.95%0.004 R7 cells per ommatidium). We examined whether this
dominant phenotype could be modified in an s/ mutant
background, and found that in 5 heterozygotes the R7 phenotype
is not changed if also mutant for s (Fig. S5).

Overall, these data are consistent with a role for Sl in a Spi
retention mechanism in the ER in photoreceptor cells [7],
suggesting that SI normally inhibits R7 differentiation by
negatively modulating processing of Spi, which in turn modifies
the strength of MAPK signaling. In summary, these results suggest
that SI, activated by the insulin receptor, modulates photoreceptor
differentiation via the IPyR and PKC53E through negative
regulation of the EGF/MAPK pathway ligands.

Role of SH2 domains in Sl function

In order to study in more detail the relationship between Sl and
receptor tyrosine kinases (insulin and EGF receptors) in the wing
and eye, we examined the role of the SI SH2 domains, which are
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known to be involved in the binding of PLC-y to RTKs in
vertebrates. We generated s/ genomic rescue constructs with either
the N- or C-terminal SH2 domains carrying mutations that disable
their function in other systems (Fig. 7A) [21,22]. Transgenic flies
containing a wild type s/ construct (X10), C-SH2 mutant (C-SH2)
or N-SH2 mutant (N-SH2) constructs rescued the wing size defect
in s* mutants (Fig. 7B). However, while the wild type and C-SH2
mutant constructs rescued the ectopic veins and extra R7
photoreceptors phenotype, the N-SH2 mutant construct did not
(Figs. 7C and 7D). These results are consistent with experiments in
mammals, m which the two SH2 domains have differential roles in
the binding and activation of PLC-y by RTKs[21].

Discussion

SI modulates cellular growth in the wing

We show, by measuring cell density, that s/ mutant wings have a
reduction in cell growth but not cell proliferation. This defect is
qualitatively similar to mutations in MAPK signaling; cells with
homozygous mutations for members of this pathway have higher
cell densities, suggesting smaller cells [10]. Of the several signaling
pathways known to be involved in Drosophila wing growth [23],
only the MAPK and insulin pathways are triggered by tyrosine
kinase receptors that are likely to activate SI. Our results show that
indeed both pathways are genetically linked to Sl in promoting cell
growth, probably acting in a concerted fashion; further molecular
studies will be required to reveal the molecular mechanisms and
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physical interactions that allow this link. Sl signaling thus provides
a means for coordinating growth by forming a regulatory link
between the MAPK and insulin pathways. In this scenario, Sl
activated by the insulin pathway would function by modulating

MAPK output; that is to say, to reduce somewhat the levels of

MAPK activity, but not to stop it, as no MAPK activity leads to no
growth and cell death [10,24], and too much MAPK activity leads
to ectopic differentiation and reduced growth (our results, and [7])
(Fig. 8A).

SI modulates cellular growth in the eye

We found that Sl regulates cellular growth in the eye. Whole
eyes are smaller, and the difference in size can be largely explained
by the presence of fewer ommatidia. This means that s/ mutant
eyes very likely contain fewer cells, despite the fact that some
ommatidia sport one or two extra R7 cells, as the number of cells
missing due to reduced numbers of ommatidia is bigger than the

.@ PLoS ONE | www.plosone.org

RP(E) flies, stained with toluidine blue. Arrow indicates ectopic R7 cells. (F) Histogram showing the effect of heterozygosity for
. Rack1%E and rho*®" on the percentage of ommatidia with extra R7 cells in s/ mutants. n=5 eyes each with =150 ommatidia per

number of extra R7 cells present. This suggests either reduced
proliferation or increased cell death in differentiating s/ mutant
eyes, and is different from the growth defect found in wings, vet
consistent with a moderate requirement of MAPK output to
promote growth and cellular survival.

We also surveyed whether mutant eye cells are smaller, in a
situation where a direct comparison could be made between
mutant and wild-type cells. By studying s/ loss-ol-function clones in
the eye, we determined that s/ mutant cells are smaller than
neighboring wild-type cells. This growth defect is similar to that
seen in wings, suggesting a more general growth regulation by Sl in
different tissues, albeit in a situation where competition between
cells of different genotype does take place.

Sl also has growth effects beyond the eye and wing
Not only is cell size reduced to a similar extent in both the eye
and wing of s/ homozygotes; we found that the adult animal as a
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whole has reduced mass. Given that the reduction in mass (8%) is
of a similar magnitude to the reduction in cell size in the eye
(15%) and wing (20%), the most parsimonious explanation for
this change in mass is that the same Sl functions found in the eye
and wing are required more generally throughout the animal,
suggesting that cell size may be reduced in many tissues.
However, we found that the reduced growth observed in the
adult was not reflected by a reduction in length of s/ mutant
pupae. This is in contrast to mutations of other genes involved in
growth control, such as the neurofibromin 1 gene [15,16], which
shows a significant reduction in pupal length. This might be
because s/ has a relatively small effect on growth, varying between
5% and 20% in different contexts, so our sample may not have
been large enough to observe a small change in mean length.
Given that S| does not appear to affect the length of appendages
other than the wing (J. Thackeray, unpublished data), it may be
that there are other compensatory effects resulting from lost SI
function that maintain the pupal case at an approximately wild-
type length.

Another complementary explanation for the reduction in adult
mass is via a role for Sl on nutrient sensing. As Sl is clearly
involved in insulin signaling, and as insulin is required for
integrating nutrient sensation in Dyosophila |25], the effect on mass
might be a combination of impacts on both growth signaling and
nutrient sensing.

‘@ PLoS ONE | www.plosone.org

We propose that the overall role for Sl is to act as a pro-growth
agent, allowing cells and tissues to attain normal numbers and
sizes. This i1s achieved by dampening MAPK output in growth
control in a mnon-cell autonomous manner, by restricting
processing of EGFR ligand(s), as shown previously for R7 cell
differentiation [7]. Since both the MAPK and insulin pathways
mitially act to favor proliferation and growth, we propose that Sl
functions here under insulin pathway control, allowing growth to
continue, preventing ectopic differentation (Fig. 8A). There are
several ways in which it could do so: by directing activated MAPK
to a different cellular compartment (eytosolic versus nuclear [26])
or by controlling overall strength and duration of signaling [27],
examples of which have been shown to elicit such changes in
developing wing cells in both Drosophila and PC12 cells.

Sl inhibits wing vein differentiation

As opposed to promoting wing cell growth, Sl inhibits wing vein
formation. Positioning and differentiation of provein and intervein
territories in the wing are determined by at least five different
signaling pathways: Hedgehog (Hh), Decapentaplegic (Dpp, a
bone morphogenetic protein homolog), epidermal growth factor
(EGF)/MAPK, Wingless (Wg; Wnt), and Notch [17]. Genes of the
EGF/MAPK signaling pathway are expressed at higher levels in
provein territories; activation of this pathway is required for
provein to vein differentiation [28]. As mentioned above, s/ mutant
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Figure 8. S| modes of action in growth and differentiation. Panel (A) shows SI, activated by the insulin pathway, acting as a liaison regulating
MAPK pathway ligand processing, to foster MAPK activation to a level promoting growth (red inhibitory interaction). (B) Conversely, for
differentiation, reduced insulin receptor signaling leads to lower levels of Sl activation and augmented Spi processing (different from A, gray
inhibitory interaction; possibly other targets from those in A), and this, in turn, allows MAPK activation in a manner consistent with promotion of

differentiation.
doi:10.1371/journal.pone.0028067.g008

flies show ectopic vein patches indicating an excess of vein
differentiation, Here we show that heterozygosity for MAPK
pathway genes, in a sensitized s/ mutant background, caused a
partial rescue of the s/ vein differentiation defect, indicating that
the s/ phenotype is a consequence of MAPK over activation. In
this case, S| acts as a negative regulator of MAPK signaling.

The dual roles played by Sl in the wing via the same MAPK
pathway — promotion of growth and subsequently, promotion of
differentiation — can be explained if Sl is helping to establish
appropriate MAPK activity at each developmental stage. Alter-
natively, given that growth and differentiation tend to be
temporally separated [29], these distinct effects probably occur
in cells that are at different stages of development and therefore
different effector molecules are likely to be present. Furthermore,
these results also suggest that PI3K (of which Dpll0 is a
component), which inhibits Sl ectopic veins, might have a negative
role in regulation of PLC-y (figure 4B), in addition to the positive
effect described in mammals [30]. Given that PI3K and SI
compete for the same substrate, the interaction we see between
them in the wing might due to an altered ratio of phosphaticlyl
bisphosphates to phosphatidyl trisphosphates available at the
membrane near the activated RTK.

Insulin receptor involvement in wing vein differentiation

Strikingly, there appears to be no role for the insulin pathway in
vein differentiation, save for the insulin receptor itself; however,
this finding is consistent with studies showing that the insulin
pathway as a whole is generally not involved in differentiation [8].
Despite this, we found that mutations in the insulin receptor
generate dramatic increases in ectopic wing veins in s/ mutant
backgrounds. These results clearly indicate a requirement for the
insulin receptor in Slmediated inhibition of vein differentiation,
suggesting that Sl is activated by this receptor. In mammalian cells
there is some evidence for this type of association [31], but this is
the first evidence of such an interaction in Dresephila. Such an
interaction might be direct via one of the SI SH2 domains, or
indirectly through an adaptor such as Lnk.

The insulin receptor inhibits R7 photoreceptor
differentiation via Sl

Photoreceptor differentiation begins in the third larval instar
with the passage of the morphogenetic furrow across the eye
imaginal disc. The R8 photoreceptor differentiates first, nucleating
developing ommatidia without requiring EGF/MAPK activation.
In contrast, the R7 photoreceptor is the last to differentiate and
requires MAPK-mediated activation involving both the EGF and
Sevenless receptors [32,33]. The presence of extra R7 photore-
ceptors in s/ mutant eyes indicates that SI normally inhibits R7
differentiation, resulting in only one R7 cell per ommatidium [5].
We confirmed that this phenotype is a consequence of over
activation of MAPK signaling, because heterozygous mutant
conditions for genes in this pathway almost completely rescue the
sl eye defect [5,7]. We also found a role for msulin signaling in R7
development, but as in vein differentiation, only mutations for the
insulin receptor itself augmented the s/ phenotype in an s/ mutant
background. Thus, in this instance as well, the insulin receptor
appears to activate S| to enable it to regulate R7 differentiation.

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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This eye phenotype therefore follows the same logic as vein
differentiation, constituting another case of close association
between the insulin receptor and Sl As Sl does not show the
same interaction with Chico as with InR, activation of SI via InR
may require either direct binding of Sl to InR or another insulin
pathway adaptor molecule, such as Lok [34]. It will be of interest
to see il there is physical interaction between Sl and InR or Link in
this context. Taken together, these results are consistent with Sl
acting to reduce MAPK output to prevent ectopic differentiation
(Fig. 8B).

SI mode of action

A central function of all phospholipase C enzymes is hydrolysis
of PIP,. In this study we showed that regulation of growth and
differentiation by S| must depend on PIP; hydrolysis to some
extent, because of the interaction between s/ and mutations in
IPyR, PRCSSE and Rackl. Also, by means of genetie tests, we found
that 8] requires the Spi processing machinery (S, Rho) to regulate
growth and differentiation. It has previously been shown that Sl
acts on Spi processing during R7 differentiation, by favoring Spi
retention in the endoplasmic reticulum [7]. In order to rationalize
Sl function in all the phenotypes studied, we reason that by
inhibiting Spitz processing, Sl could delay initiation of differen-
tiation, allowing still undifferentiated cells to grow and attain a
normal size before the onset of differentiation. S1 modes of action
in growth and differentiation may be different; s/ alleles affecting
the wing but not the eye is strong evidence for this assertion [35].

In general, during growth, Sl activated by the insulin pathway
acts as a liaison regulating MAPK pathway ligand processing, to
promote MAPK activation to a level permitting growth. In
agreement with a well-characterized case in mammalian cells [27],
we propose that this level of activity of MAPK is different from the
level required for differentiation; either it is of a different duration,
or of an overall different stimulation level, or happening at a
different time. Alternatively it occurs in a different subcellular
compartment from that required for differentiation [26], acting
thru Sl regulation of Spi processing (Fig. 8A, red inhibitory
mteraction). This scenario also requires both the MAPK and the
insulin pathways to be active for cellular growth, Conversely, for
differentiation, reduced insulin receptor signaling leads to altered
(lower) levels of Sl activation and augmented Spi processing
(Fig. 8B, different from Fig. 8A, gray inhibitory interaction;
possibly other targets from those in Fig. 8A), and this in turn allows
MAPK activation in a manner consistent with promotion of
differentiation. This could either be caused by longer or stronger
MAPK stimulation, as documented for PC12 cells [27], since
lower Sl activity now allows higher levels of MAPK ligand
processing, and/or by compartmentalization of the activated
MAPK pathway, as shown for the Drosophila wing [26], besides
happening at different times during development. In this second
case, only the MAPK pathway is required to be fully active.
Finally, loss-of-function mutant conditions for s/ lead to ectopic
differentiation at the expense of growth.

We found that genomic s/ constructs carrying either a mutant
C-SH2 or N-SH2 domain rescued the wing size defect of s/
mutants, to an extent equivalent to a wild type s/ construct. The
amino acid sequence of Sl is well conserved compared to
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mammals, suggesting that the mode of enzyme activation has not
changed since flies and mammals diverged; if this is so, our results
imply that PIP; hydrolysis is not required for SI's role regulating
cell growth. This is consistent with previous reports showing that
mitogenic activity triggered by PLC-y in mammals does not
depend on its phospholipase function [36]. In mammals, in some
contexts, this is due to an SH3-mediated interaction between PLC-
v and PIKE (PI3K enhancer) for nuclear PISK activity [37].
Another mammalian study showed that the PLC-y PH domain is
sufficient for both membrane association and activation of
mammalian PLC-y following activation of PI3K [30]. If any of
these scenarios also occur in Drosophila, this would be consistent
and explain why the N-SH2 domain of Sl is dispensable for its role
in regulating cell growth, while providing a possible tie-in with the
PI3K activation triggered during insulin signaling.

In contrast to the results for cell growth, we found that the N-
SH2 domain is necessary for Sl to regulate proper differentiation
of R7 photoreceptors and wing veins. In mammals, the PLC-y N-
SH2 domain binds to a phosphotyrosine either on the activated
receptor or an adaptor; whereas the PLC-yl C-SH2 domain is
thought to be necessary for activation of phospholipase activity,
binding to a phosphotyrosine within PLC-y itself; this site having
been phosphorylated before by the activated RTK afier PLC-y
binding [38]. This suggests that differentiaton depends on the
more traditional model of PLC-y activity, requiring binding of the
N-SH2 domain to either a receptor or an adaptor. The SH2
mutant constructs therefore confirm earlier findings that the
growth and differentiation defects seen in s/ mutants are driven by
distinct and mutationally separable pathways [35].

“Parental control” by Sl

Taken together, our results indicate that Sl participates in fine
coordination of growth and differentiation during development.
Although Sl is not essential for wing or eye growth and
development, it is necessary to achieve appropriate final structure
and size. In the absence of Sl function, these tissues arrest growth
prematurely and probably initiate differentiation earlier, resulting
in ectopic differentiation while attaining smaller cellular sizes. As
such, Sl can be seen as exerting a kind of “parental control” that
protects cells from differentiating before attaining a normal size.
This function requires Sl to change cellular behavior from growth
(or possibly inhibition of differentation) to differentiation in a
short period of time.

PLC-y1 has been demonstrated to be a phosphorylation target
of MAPK [39,40], and some PKC isoforms can phosphorylate
PLC-y without affecting PIP; hydrolysis [41] so it is clear that
there is a complex interplay of signaling among this set of
molecules following RTK activation. Further study of the
dynamics of Sl-regulated EGF/MAPK signaling in space and
time during wing and eye development in Drosophila may help to
expose more of this network.

Materials and Methods

Drosophila stocks

Flies were raised at 25°C under standard conditions. Fly stocks
used were: sI'/FM7c and s£/FM7¢ obtained from J. Carlson (Yale
University, USA). The s/’ allele is produced by a msertion of a 4/2
transposable element in the exon encoding the C-terminal end of
the split PH domain, resulting in loss of the region Y catalytic
domain as well as the G2 domain; s& carries a 13 bp deletion just
before the exon encoding the N-terminal SH2 domain, resulting in
the loss of both SH2 domains, the SH3 domain, region Y and the
(2 domain. Both alleles are strong hypomorphs [35]. s¢/FM7c was

“ED. PLoS ONE | www.plosone.org

Fly PLC-y Regulates Growth and Differentiation

generated in a Canton S background and characterized by one of us
(J. Thackeray); st is a point mutation that changes a tryptophan to a
stop codon at the beginning of the open reading frame, and thus,
creates a null allele [35,42_1.};1;?"”("/’I‘MS, RO/ TMS, R/
TMS, chic'/CyO, Dpi10°™*/TM6, PEB'/TM3 and PEB'/TM3
were obtained from E. Hafen (ETH, Switzerland); aos™ /TM3,
Egi®/¢y0, Dos™'/TM3,  dk /G0, o' /Cy0, Ras85D*/
GO, Sos* /O, Sos™ /Cy0, Rackl®™*/Cy0, rhe'/TM3, %/
In(2LRbw" 'ds®&, s’ /CyO, Ip3R®/TM3, PRCIZEFY"/¢y0,
1/ TM3 and P{#-FLP.N}6, pa‘im" were [rom the Bloomington
Drosophila stock center at Indiana University, USA.

Genetics

Genetic interactions were made by crossing /', s, or st
homozygous virgin females with males of the following genotypes:
IR/ TM3, RREC® 7 TM3, chico' / CyO, Dp116°V*/ TM6, PKB'/
TMS, a0s® /TM3, Egfi™/ Cy0, Dos™' 1 TM3, i/ Cy0, rl' 1 Cy0,
Ras85D/ €0, Sos® /€0, Sos™/Cv0, Rack1™ /¢y0, o'/
TM3, S/In@LR)bwY ds™, i’ /G0, p3R®/TM3, e/
TM3 and PKCS3E™Y"/(y0. We selected male progeny
hemizygous for s', s* or sf' and heterozygous for mutations
under study by the absence of the marked balancer chromosomes.
For rescue experiments, we likewise crossed males with the
different rescue constructs to s/ mutant females, and selected male
progeny hemizygous for s with the rescue construct.

Body Weight and Length Measurements

For adult body weight measurements, sibling st/ homozygotes
and st’/FM7 females were collected and aged for two days in
groups of ten in fresh vials before use. Individual cold-killed flies
were measured in a microbalance (Cahn C-31, USA) with 0.1 pg
sensitivity and a range of 0.1 pg-25 mg. n= 70 flies/genotype. I'or
pupal measurements, we crossed st/ males to st/ FM7 females in
non-crowded conditions in fly bottles. Third mstar larvae were
recovered and sexed, and females, in groups of twenty, were
housed in food vials. From these, female pupae from stages P12
P15 [43] were used. Pupae were weighed as above. Also, and
similar to [15,16], the long axis of the pupal case was measured for
cach pupae under a dissecting microscope with the aid of a
micrometer grid.

Analysis of wings

Flies were anesthetized with CO, and wings were dissected,
placed i absolute ethanol and mounted in a mixwre of lactic
acid:ethanol (6:5) [10]. Wings were examined under a compound
microscope. Measurements of wing surface and ectopic vein areas
were made manually using IPLab software. For measurements of
cellular density in wings, a small region between veins 3 and 4 was
selected, and the total number of cells within this region was
counted on one wing surface. In order to calculate cell densities,
we divided the number of cells counted by the area surveyed
(0.0298 mm®?). This measurement was validated as representative
of total wing area by counting the total number of cells in one wing
surface in a few experiments.

Scanning Electron Microscopy (SEM) of Whole Eyes

Flies were cold anesthetized, mounted and oriented sideways
unto stubs by means of carbon paint. They were then viewed with
a JEOL 1010 SEM under high vacuum conditions, with 20 KeV
accelerating voltage, and whole eyes positioned perpendicular to
the electron beam were digitized at 230x. Only one eye was
accessible per fly. Digitized images were used to measure eye area
and number of ommatidia using Image].
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Eye Histology

Histology was performed according to Riesgo-Escovar, et al.
[44]. Briefly, flies were anesthetized with CO, and decapitated.
Heads were placed on slides and cut in half by a medial sagittal
section. The eyes were then fixed in 2% glutaraldehyde, 1% OsO,
in 1x cacodylate buffer (50 mM, pH 7.4) on ice for 30 minutes.
The eyes were post-fixed in 2% OsO, in 1x cacodylate buffer on
ice for 2 hours. The OsO solution was then removed and the eyes
were dehydrated through a graded acetone series. Absolute
acetone was replaced with a mixture of Spurt’s resin:acetone
(1:1) overnight. This mixture was replaced with 100% fresh
Spurr’s for at least 4 hours to allow the resin to infiltrate the tissue.
The eyes were placed in plastic molds in 100% Spurr’s and
oriented using a fine needle. The molds were incubated at 60-
65°C for 24-70 hours. Eyes were sectioned tangentially with a
microtome (Leica RM2265) using glass knives. Sections of | pm
thick were obtained, placed on slides, and stained with toluidine
blue for approximately 30 seconds [45]. Finally, sections were
mounted in Entellan (Electron Microscopy Sciences) and viewed
on a compound microscope. Sections with fewer than 150
ommatidia were always selected for analysis, to assure that all
ommatidia examined were at the level of the R7 rhabdomere.

Analysis of loss-of-function clones in eyes

Patches of tissue lacking s/ function were generated by the FLP-
FR'T system as described [46], by subjecting 2—4 day old larvae of
genotype y w s/’ FRTI9A/FRT19A;hsFLP/+ to heat shock.
Heads containing at least one @™ clone were embedded in resin,
sectioned and stained with toluidine blue as described [44,45].
Ommatidia were scored for area of the R1-R6 rhabdomeres as a
series of matched pairs from each head; each pair consisted of one
w+ ommatidium surrounded by all 24+ ommatidia, and one w-
ommatidium surrounded by w- ommatidia. Each member of the
pair was separated from the other member by no more than 3
other ommatidia, so that differences that occur due to the angle of
section were minimized. The area of each rhabdomere was
determined using the wand tool within Image] version 1.43u
(Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD).

small wing constructs

A series of constructs were prepared from a 10 kb genomic
DNA fragment (X10), that includes the entire s/ transcription unit.
The X10 fragment was subcloned into pBluescript K8, reisolated
as a Apnl/Noll digest and ligated into the Apnl and Nod sites of
pCaSpeR-4. Nodified versions of X10 were produced by site-
directed mutagenesis using the Quikchange kit (Stratagene). The
X 10 fragment was modified in R619 to A (R619 is a critical amino
acid for the function of the N-SH2 domain) and independently in
R726 to A (R726 is a critical amino acid for the function of the C-
SH2 domain). The mutations were generated in a 1.7 kb BamH1
fragment subcloned from X10 and confirmed by sequence
analysis. The fragments were reconstructed in pBluescript and
recloned into the Apal and Nofl sites of pCaSpeR-4. The plasmids
were injected into syneytial blastoderm embryos at a final
concentration of 1 pug/ pl together with 0.1 pg/ pl A2-3 helper
plasmid in a buffer containing 0.1 mM sodium phosphate (pH 7.8)
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and 5 mM KCIL The plasmids were detected by the presence of
the w" gene marker of pCaSpeR-4 in transformed progeny [35].

Statistical Analysis
Data are presented as mean = SEM. The mean values were
compared using Student’s ¢ test.
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Figure 81 PKC53E mutant flies have wing phenotypes.
Homozygous mutant PEC53EE99% flies are viable and fertile,
but have reduced wings (A) and ectopic wing veins (B), yet normal
numbers of R7 photoreceptors in the eye (C). Each test is
accompanied by corresponding control siblings. *p<<0.001; error
bars represent SEM, n= 100 for (A) and (B), and n=4 eyes for
each genotype, =150 ommatidia examined per eye.

(TTF)

Figure S2 Reduced gene dosage of signaling genes on
the s’ ectopic wing vein phenotype. n=100. *<<0.001;
error bars represent SEM.

(T1F)

Figure 83 aos acts as a strong enhancer of s/ in the eye.
(A) Shows a scanning EM of an eye from an aos heterozyote male
fly, with normal morphology. (B} Shows a scanning EM of an eye
from a male s fly, sibling to the fly in (C) that also carries a
mutant copy of aos (aos™"). Note slight roughness of the eye on (B),
enhanced in the eye in (C). Scale bar in (B) is 100 micrometers.
(TIF)

Figure S4 Reduced gene dosage of signaling genes on si'
and sP extra R7 phenotypes. (A, B) show histograms with the
cffects of heterozygosity for different signaling genes on the
number of ommatidia with extra R7 cells in s/' (A) and sP (B)
mutants. n = 50-100 ommatidia per eye, from 4-7 eyes. #5<<0.001;
error bars represent SEM.

(TTF)

Figure S5 Homozygosity for sI’ does not modify the
dominant § R7 phenotype in the eye. Histogram showing
the average number of R7 cells per ommatidium in eyes from
heterozygous 8 flies, or from flies also mutant for . n=5 eyes
cach with =150 ommatidia per eye. Error bars represent SEM.

(TIF)
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Figure S1. PKC53E mutant flies have wing phenotypes. Homozygous mutant
PKC53EF"%% flies are viable and fertile, but have reduced wings (A) and ectopic
wing veins (B), yet normal numbers of R7 photoreceptors in the eye (C). Each test
is accompanied by corresponding control siblings. *p<0.001; error bars represent
SEM, n =100 for (A) and (B), and n = 4 eyes for each genotype, <150 ommatidia
examined per eye.
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Figure S2. Reduced gene dosage of signaling genes on the sl® ectopic wing
vein phenotype. n = 100. *p<0.001; error bars represent SEM.
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Figure S3. aos acts as a strong enhancer of sl in the eye. (A) Shows a

scanning EM of an eye from an aos heterozyote male fly, with normal morphology.
(B) Shows a scanning EM of an eye from a male sl? fly, sibling to the fly in (C) that
also carries a mutant copy of aos (aos”’). Note slight roughness of the eye on (B),

enhanced in the eye in (C). Scale bar in (B) is 100 micrometers.
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Figure S4. Reduced gene dosage of signaling genes on sl* and sl® extra R7
phenotypes. (A, B) show histograms with the effects of heterozygosity for different
signaling genes on the number of ommatidia with extra R7 cells in sI* (A) and sl°
(B) mutants. n = 50-100 ommatidia per eye, from 4-7 eyes. *p<0.001; error bars
represent SEM.
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Figure S5. Homozygosity for sl> does not modify the dominant S* R7

phenotype in the eye. Histogram showing the average number of R7 cells per

ommatidium in eyes from heterozygous S? flies, or from flies also mutant for sl°. n

= 5 eyes each with <150 ommatidia per eye. Error bars represent SEM.
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8. CONCLUSIONES

En D. melanogaster, la PLC-y promueve el crecimiento y suprime la diferenciacion
celular durante el desarrollo del ala y del ojo. En el ala, la PLC-y estimula el
crecimiento celular en conjunto con la via de la insulina y de las MAPKSs. En el ojo,
la PLC-y promueve tanto el crecimiento como la proliferacion celular. La funcion de
la PLC-y en el crecimiento, aunque discreta, parece requerirse en el organismo

completo, ya que el peso de organismos mutantes es menor.

Durante la diferenciacion de fotorreceptores en el ojo y de venas en el ala, la PLC-
v, activada por el receptor de insulina, suprime la diferenciacion celular mediante la
regulacion negativa de la via de las MAPKs. Tanto en el crecimiento como durante
la diferenciacion, la funcién de la PLC-y requiere de proteinas efectoras de la via
de sefializacion clasica para modular posiblemente el procesamiento de ligandos
homélogos al EGF de vertebrado. La PLC-y emplea modos de accién diferentes
para estimular el crecimiento y suprimir la diferenciacion dado que el requerimiento

de los dominios SH2 es diferente en cada proceso.

En conclusion, se propone que la PLC-y, después de ser activada por el receptor
de insulina, favorece el crecimiento e inhibe la diferenciacion celular permitiendo
que las células alcancen un nimero y un tamafo adecuados antes de que éstas
se diferencien. El mecanismo de accibn de la PLC-y se circunscribe
aparentemente a regular la produccion de ligandos del EGFR, lo que explicaria los

fenotipos mutantes estudiados en este trabajo.
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9. PERSPECTIVAS

Sin duda, la obtencion de nuevos datos trae consigo nuevas interrogantes que

seran la motivacion para nuevas investigaciones.

Con un enfoque principalmente genético, el proyecto tuvo el objetivo de
caracterizar la funcién del gen small wing que codifica para la PLC-y, en el
crecimiento y la diferenciacion celular durante el desarrollo del ala y del ojo de D.
melanogaster. Los resultados contenidos en el presente trabajo amplian nuestros
conocimientos a cerca de la funcion de la PLC-y en Drosophila. Sin embargo, una
caracterizacion completa de la funcién de la PLC-y requerira estudios adicionales
que aborden aspectos bioquimicos y moleculares como son: un analisis
bioquimico en donde se evallen las caracteristicas y funciones de los productos
lipidicos asi como del calcio generados de la reaccion enzimatica de la PLC-y,
estudios moleculares para confirmar las interacciones genéticas de sl con las vias
de sefializacion de las MAPKs y de la insulina como por ejemplo, determinar si se
modifica la actividad de las vias de sefializacion (utilizando elementos reporteros
como la expresion de genes de respuestas a la via de las MAPKS) en las mutantes
de sl o determinar la presencia de interacciones fisicas entre las proteinas

implicadas mediante ensayos de interaccion proteina-proteina.

Ademas de lo anterior, una cuestion que resalta de los resultados obtenidos es
saber cdémo la PLC-y regula el procesamiento de los ligandos del EGFR. Una
forma de abordar el tema es determinar la localizacion de la PLC-y y éstos
ligandos o0 sus precursores a un nivel celular, a través de estudios de co-
localizacion con marcadores de reticulo endoplasmico, del aparato de Golgi, de la
membrana celular, etc. La distribucion de los ligandos a nivel celular puede
evaluarse también en condiciones mutantes para sl. Estudios posteriores podrian
encaminarse a evaluar la conservacién de estos procesos moleculares en otros

sistemas bioldgicos.
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