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Studiul genei CG18135 de la Drosophila melanogaster prin utilizarea unor metode
avansate de Analiza Genetica, Genomica si Bioinformatica
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Scopul acestui proiect este adnotarea functionala a genei CG18135 de la Drosophila
melanogaster si detalierea retelelor de interactiuni la care participd aceastd gena/proteina

(Figura 1).
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Figura 1. Prezentarea schematica a obiectivelor prezentului proiect de cercetare.

In aceasta etapa de desfasurare a proiectului am realizat diferite experimente pentru a
indeplinii/finaliza obiectivele 1, 2 si 3 specificate Tn propunerea de proiect. A doua etapa a
constat n realizarea unor progrese semnificative pentru completarea Ob!: Analiza viabilitatii
Si caracterizarea fenotipica a indivizilor mutanti homozigoti si heterozigoti in diferite etape
de dezvoltare, indeplinirea Ob2: Analiza nivelului de expresie genica al genei CG18135 in
indivizii mutanti homozigoti si heterozigoti comparativ cu indivizi din linia etalon CantonsS si
realizarea partialda a Ob3: Obtinerea si caracterizarea fenotipica a indivizilor adulti de tip

escaper, cu genotipul CG18135"{1AWICC18135,c 51 g1 35PHIacWICE18lss,



Obiectivul 1: Analiza viabilitatii si caracterizarea fenotipica a indivizilor mutanti

homozigoti si heterozigoti in diferite etape de dezvoltare

01.1 Design experimental

In a doua etapa de desfisurare a experimentelor am continuat evaluarea viabilitatii
indivizilor mutanti comparativ cu linia control CantonS. Spre deosebire de primul
experiment, am utilizat doar linia mutanti CG18135"(*WICCI8135/T\13 Ser GFP notata
CG18135/GFP si in care larvele, pupele si adultii care contin markerul GFP emit o
fluorescenta verzuie sub lumina UV.

Similar cu primul experiment, am utilizat custi embrionare profesionale (FlyStuff) si
placi Petri care contineau mediu Grape Agar (Genesee Scientific) care are rolul de a facilita
depunerea embrionilor. Peste 100 de femele si 100 de masculi au fost mentinuti maximum 24
de ore in custile de depunere, iar embrionii au fost plasati in placi cu 24 de godeuri continand
mediu standard, cate 5 embrioni/godeu. Tn total, am obtinut 765 de embrioni din linia mutanta
CG18135/GFP. Dintre acesti embrioni, ne asteptam ca aproximativ 25% sa fie homozigoti de
interes CG18135/CG18135, 50% sa fie heterozigoti CG18135/GFP si 25% sa fie dublu
balanceri TM3/TM3, care mor in stadiul de embrion.

Diferentierea intre indivizii care contin cel putin o aleld mutantd de interes a fost
realizatd in baza prezentei sau absentei fluorescentei GFP. Fenotipul GFP a fost evaluat
utilizand o lupa UV profesionald cuplatd cu un stereomicroscop Olympus. Larvele fara
fenotip GFP, care au genotipul mutant homozigot CG18135/CG18135 au fost selectate si
transferate n plici cu 48 de godeuri cu mediu standard, cate o larvd/godeu. Dezvoltarea

larvara a fost monitorizata constant pana in stadiul de pupa tarzie sau adult.

0O1.2 Rezultatele evaluirii viabilitatii

Pornind de la numarul total de embrioni depusi, putem estima numarul de embrioni cu
genotip dublu balancer neviabili, care au fost aproximativ 191 (765 x 25% = 191,25). Tinand
cont ca in experimentul din etapa anterior a o fost observatd o mortalitate intrinseca de =~ 6%,
am estimat ca vor muri suplimentar aproximativ 34 de embrioni, astfel rezultand un numar de
540 embrioni viabili.

Tn cadrul acestui experiment am evaluat fenotipul GFP in stadiul de larva de stadiul 2
(L2) sau 3 (L3) si am observat un numar de 231 larve mutante heterozigote cu fenotip GFP si

104 larve homozigote mutante, insumand 335 de larve viabile (= 62%). Astfel, am observat



cu aproximativ 38% mai putine larve decat era asteptat teoretic, ceea ce sugereazda o
mortalitate crescutd a mutantilor in stadiul de larva timpurie. Totusi, acest rezultat nu exclude
complet un anumit nivel de letalitate in stadiile tarzii de dezvoltare embrionara. Rezumand,
consideram ca stadiul de dezvoltare larva timpurie (eventual cu o contributie adusa de o
letalitate embrionara tarzie) poate fi considerat un moment major (primul prag de letalitate)
pentru manifestarea letalitatii genotipului mutant homozigot CG18135/CG18135.

Din totalul larvelor vabile, am selectat larvele non-GFP, care au fost plasate
individual in placi cu 48 de godeuri si au fost monitorizate timp de mai multe zile. Din cele
104 larve selectate, 89 au continuat dezvoltarea in stadiul de pupa si 15 au murit in stadii
larvare avansate (L2-L3). Majoritatea indivizilor homozigoti nu au completat stadiul de
dezvoltare pupala, care se incheie cu eclozarea individului adult (imago). Totusi, am
recuperat cu succes 7 indivizi adulti, care fie au reusit singuri sa ecozeze, fie au fost extrasi
manual de catre noi, ei reprezentand 7,865% din totalul pupelor observate. Aceste rezultate
indica faptul ca stadiul de pupa este cel de al doilea prag de mortalitate semnificativa a
indivizilor mutanti homozigoti CG18135/CG18135. Datele corespunzatoare sunt sumarizate
n Tabelul 1.

Tabelul 1. Rezultatele experimentului de viabilitate obtinute prin monitorizarea larvelor, pupelor si
adultilor mutanti homozigoti.

Categorie Numar indivizi Procent

Larve initiale 104 -
Letalitate larvara tarzie 15 14,423%
Dezvoltare pupala completa 89 85,577%
Letalitate in stadiul de pupa 82 92,213%
Letalitate in stadiul de imago 1-2 zile 7 7,865%

O1.3 Interpretarea rezultatelor de viabiliate

Functional, proteina CG18135 este implicata in legarea filamentelor de miozind in
tesuturile musculare si in diviziunea celulara (Liu si colab., 2008). Este de asteptat ca
necesitatea pentru proteina CG18135 sa creasca odata cu cresterea in dimensiune a larvelor
din stadiul L1 in stadiul L3, si, respectiv, odata cu dezvoltarea pupelor, intrucat la nivelul
acestora se realizeaza reorganizari tisulare care implica apoptoza si diviziune celulard intensa.
Lipsa proteinei CG18135 poate avea drept consecintd dereglarea acestor procese si poate

explica letalitatea crescuta in stadiile de larva si pupa.



In plus, odati cu inaintarea in stadiile de dezvoltare, se dezvolta structurile neuronale
ale indivizilor, precum organul Bolwig, asociat cu o crestere a expresiei genice CG18135
(Fisher si colab., 2012), iar proteina CG18135 a fost identificatd in membranele fosfolipidice
de la nivelul capului adultilor D. melanogaster (Aradska si colab., 2015).

Atat tesutul neuronal, muscular si reproducator, cat si diviziunea celulard per se, sunt
asociate cu intensificarea transportului vezicular intercelular, la nivelul membranei
plasmatice, sau intracelular, la nivelul reticulului endoplasmatic. Omologul proteinei
CG18135 la eucariote superioare, GPCPD1, faciliteaza degradarea GPC, care este un
constituent esential al membranelor plasmatice, in G3P si colina (Steward si colab., 2012).
GPC reprezintda materia prima a glicerofosfolipidelor (Eibl, 1980; Ventura si colab., 2022),
iar colina contribuie la productia de novo a PtdCho si PtdEtn prin participarea in calea
Kennedy (Steward si colab., 2012; Gibellini si Smith, 2010). Proportiile dintre diferitele
glicerofosfolipide influenteaza componenta membranelor sau a veziculelor si, in consecinta,
procesele biochimice celulare (Van Meer si colab., 2008). De asemenea, colina este o
componenta esentiala in metabolismul energetic, prin participarea in ciclul Krebs (Steward si
colab., 2012), iar G3P participa in metabolismul energetic al celulelor eurcariote, fiind
sintetizatd din glucoza obtinutd din hrana ingerata (Li si colab., 2019; Nguyen si colab.,
2019).

Tn acest context, afectarea nivelului normal al proteinei CG18135 poate avea trei
consecinte biochimice majore: 1. dereglarea functionarii normale a membranei plasmatice si
a transportului vezicular inter- si intracelular din cauza reducerii/lipsei catabolismului GPC;
2. citotoxicitatea cauzatd de raportul crescut GPC/G3P si acumularea de GPC intracelular; 3.
afectarea metabolismului energetic prin reducerea reciclarii colinei s1 G3P din GPC sau prin

dereglarea feedback-ului negativ intre GPC si G3P, ilustrat in Schema 1.

GPCPD1
(CG18135 ortolog
la D. melanogaster)
GPC > G3P + colina
L multiple cai — I—> metaboll_sm
biochimice energetic

Schema 1: Schema caii biochimice a catabolismului GPC catalizata de proteina GPCPD1 (umani) sau
CG18135 (D. melanogaster).



Obiectivul 2: Analiza nivelului de expresie genica al genei CG18135 in indivizii mutanti

homozigoti si heterozigoti comparativ cu indivizi din linia etalon CantonS
02.1 Linii utilizate si design experimental

Acest experiment a fost realizat utilizand indivizi heterozigoti de D. melanogaster din
linia de interes CG18135" """}/ TM6 si indivizi din linia standard CantonS, care au constituit
grupul control al experimentului.

Pentru a evalua nivelul de expresie al genei CG18135 in cele doud linii D.
melanogaster, au fost folositi indivizi de varsta similara, adulti de aproximativ 50 de ore.

Au fost utilizate cate 3 replici biologice pentru fiecare categorie de indivizi, fiind
selectate 3 grupuri de femele (?) si 3 grupuri de masculi (&) pentru fiecare linie considerata,

fiecare grup continand 20 de indivizi.

02.2 Extractie ARN si evaluarea concentratiei

Extractia ARN din fiecare replica biologica a fost realizatd 1n prima etapd a
proiectului si descrisa 1n raportul stiintific corespunzator. Concentratia si puritatea de ARN
total extras din corpul indivizilor D. melanogaster a fost masurata folosind spectofotometrul
nanoVue Plus Spectophotometer. Pentru calibrarea aparatului am folosit apa ultrapura, iar
pentru masurarea concentratiei ARN s-a utilizat o cantitate de 2 pL din produsul de extractie.
Concentratiile (ng/pL) si rapoartele A260/280 si A260/230 obtinute in urma citirii
spectofotometrice sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabelul 2: Concentratiile si puritatile de ARN total obtinute in urma extractiei ARN.

Linii D. melanogaster Replica Concentratie Raport Raport
biologicd | ARN (ng/pL) A260/280 A260/230

Q1 354 2,151 2,585

Q2 378 1,866 1,314

CG18135P14WH T M6 Q3 148 2,145 1,237
31 130 2,131 1,347

32 225 1,714 0,841

33 207 1,701 1,002

Q1 321 1,876 1,347

Q2 327 1,821 1,364

CantonS Q3 195 2,127 2,353

a1 226 1,738 1,024

342 127 2,128 1,771

a3 122 2,155 2,061




02.3 Conversia ARN in ADNc

Conversia ARN in ADN complementar (ADNCc) a fost realizata folosind instrumente
sterile descrise anterior si aparatul PCR GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).
Incubarile necesare au fost efectuate folosind aparatul PCR GeneAmp.

ARN-ul total extras din corpul indivizilor care formeaza replicile biologice a fost
convertit in ADN complementar (ADNc) combinand reactivi din doua Kit-uri: SuperScript 11
Reverse Transciptase (Invitrogen) si Reverse Transcription System (Promega). Pentru aceasta
reactie a fost respectat protocolul companiei Invitrogen. Acest kit contine enzima SuperScript
Il RT, First-Strand Buffer si DTT (Diclor-Difenil-Tricloretan), iar din kit-ul companiei
Promega a fost utilizat mix dNTP, primeri (random primers) si apa ultrapura. Concentratiile
si volumele acestor reactivi sunt prezentate in Tabelul 3. De asemenea, protocolul kit-ului
sugereaza utilizarea a 1000 ng ARN total, iar volumul de ARN utilizat (uL) a fost ajustat in
functie de concentratia ARN masurata cu aparatul nanoVue Plus Spectophotometer (General

Electric).

Pasii parcursi in conversia ARN in ADNc:
1. Pipetare primeri (random primers), mix dNTP, RNA extras si apa ultrapura in tub Eppendorf
1,5 mL steril
2. Incubare 5 minute la 65°C si racire rapida pe gheatd, urmata de centrifugare scurta

Adaugare 5X First-Strand Buffer si DTT

Vortexare scurta si incubare 2 minute la 25°C (temperatura camerei)

Adaugare enzima SuperScript II RT si mixare prin pipetare

Incubare 10 minute la 25°C (temperatura camerei)

Incubare 50 minute la 42°C

© N o o k~ w

Inactivarea reactiei prin incubare 15 minute la 70°C.

Tabelul 3: Concentratiile si volumele reactivilor utilizati pentru reactia de conversie ARN total in
ADNC utilizand kit-urile SuperScript II Reverse Transciptase (Invitrogen) si Reverse Transcription
System (Promega).

Reactiv Concentratie initiald Volum utilizat/reactie (uL)
First-Strand Buffer 5X 4
DTT 0,1 mM 2
SuperScript Il RT 200 U/uL 1
mix dNTP 10 mM 1
random primers 0,5 pug/puL 1




02.4 Reactia qRT-PCR

Pentru evaluarea nivelului de expresie a genei CG18135 in femelele si masculii
mutanti si control (CantonS), a fost realizata o amplificare qRT-PCR utilizand kit-ul SYBR
Green ROX gPCR Mastermix (Qiagen) si aparatul 7500 RealTime PCR System (Applied
Biosystems).

ADN complementar din fiecare replica biologica (simbolizate CG18135 91, 92, 93;
31, 32, 43 si CantonS 1, 92, 93; 41, 32, 33) a fost amplificat in triplicat, acestea
reprezentand replicile tehnice ale reactiei qRT-PCR. De asemenea, pentru a calibra nivelul de
expresie al genei CG18135, a fost considerata endogena RpL32 (Ribosomal protein L32),
gend ribozomala structurald si ubicuitara in intregul organism. Astfel, pentru fiecare replica
biologica s-a lucrat in triplicat tehnic, fiecare cu cate doud seturi de reactii PCR, constand in
amplificari specifice genei CG18135 si genei RpL32, insumand 72 de reactii distincte. In
plus, au fost folosite cate 3 controale negative (CN), fara ADN complementar, pentru setul
CG18135 si 3 pentru setul RpL32.

Design-ul primerilor specifici genei CG18135 a fost realizat in cadrul Laboratorului
Drosophila, iar secventa primerilor endogenei RpL32 a fost preluata din literatura. Primerii
specifici genei CG18135 au fost furnizati de compania Integrated DNA Technologies, iar
primerii specifici genei RpL32 de compania Eurogentec. Primerii liofilizati au fost diluati
initial la concentratia de 100 pM, ulterior fiind diluati la 10 uM. Secventele primerilor
corespunzatori genelor CG18135 si RpL32, utilizati pentru evaluarea nivelului de expresie
genica in acest experiment sunt prezentate in Tabelul 4.

Tabelul 4: Secventele primerilor utilizati pentru evaluarea nivelului de expresie genica si caracteristici
ale acestora.

Masa
) Temperatura de | Procent
Gena Orientare Secventa moleculara .
topire (°C) CG
(g/mol)
F 5" ATCTTTCACATCACGCTGCC 3’ 5987 55,7 50
CG18135
R 5> GACATAGGGAAGCCTCAGCC 3’ 6136 57,5 60
F 5> CGGCTTCAAGGGACAGTATC 3’ 6102 62 55
RpL32
R 5" GACAATCTCCTTGCGCTTCT 3° 6019 60 50

In fiecare godeu al unei reactii qRT-PCR au fost introduse 20 ng ADNCc, intr-un

volum final de 20 pL. Colectarea datelor de fluorescentd a fost realizata la finalul fiecarei



etape de elongare, acestea fiind ponderate cu nivelul emisiei fluorescente a fluorocromului
pasiv ROX.

Protocolul de pregatire al reactiei qRT-PCR este prezentat in continuare, iar
componentele unei reactii qRT-PCR si programul de amplificare utilizat sunt prezentate in

Tabelul 5 si respectiv Tabelul 6.
Pasii parcursi in pregarirea reactiei qRT-PCR:

1. Dilutia solutiei ADNc pana la concentratia de 10 ng/pL
2. Dilutia solutiilor de primeri pana la concentratia 10 uM
3. Dezghetare solutie Mastermix si centrifugare scurta
4. Pipetare a 4 Mastermix-uri, unul pentru fiecare set de probe:
e gena CG18135 in mutanti
e gena CG18135 in control CantonS
e gena RpL32 in mutanti
e gena RpL32in control CantonS
5. Pipetare Mastermix Tn godeuri
6. Pipetare ADNc in godeurile corespunzatoare

7. Sigilarea placii qRT-PCR cu folia protectoare

Tabelul 5: Componentele unei reactii qRT-PCR si volumele corespunzatoare calculate in conformitate
cu kit-ul SYBR Green ROX gPCR Mastermix (Qiagen).

Reactiv Concentratia initiald Volum per proba (uL)
ADNCc 10 ng/pL 2
primer Forward 10 uM 0.32
primer Reverse 10 pM 0.32
Mastermix 1X 10
apa ultrapura - 7,36

Tabelul 6: Programul de amplificare gqRT-PCR utilizat pentru evaluarea nivelului de expresie.

Etapa Temperatura (°C) Timp Numar de cicluri
Denaturare initiala 95 10 min 1
Denaturare 95 30s
Legare primeri 57 30s 40
Elongare 72 32s
Elongare finala 72 15s 1
Récire 4 1 min 1




0O2.5 Analiza statistica a datelor de qRT-PCR

Datele Ct (cycle threshold) colectate in timpul reactiilor de amplificare qRT-PCR au
fost exportate din software-ul aparatului gRT-PCR si analizate utilizand aplicatia de
bioinformatici qDATA dezvoltata in cadrul Laboratorului Drosophila (Ionascu si colab.,
2023) si disponibila pe platforma GitHub (https://github.com/A-lonascu/gDATA). Aplicatia

gDATA foloseste metoda Livak (Livak si Schmittgen, 2001) pentru calcularea valorilor Fold

Change (FC) si pentru analiza statistica a seturilor de date A

02.6 Evaluarea nivelului de expresie genica

Evaluarea nivelului relativ de expresie genica a fost realizatd utilizand amplificari
gRT-PCR pentru gena de interes CG18135 si endogena RpL32 in toate replicile biologice ale
indivizilor din liniile CG18135"1*"}/TM6 si CantonS. Valorile FC pentru cele patru grupuri
analizate reprezinta evaluarea nivelului de expresie genica a genei de interes CG18135 1in
grupul de interes relativ la grupul control, ajustatd cu nivelul expresiei genice a endogenei
RpL32. Analiza datelor a avut ca scop evaluarea nivelului de expresie relativ al genei
CG18135 in patru situatii distincte, prezentate in detaliu in sectiunile urmatoare:

e & CG18135°1°"YTMB fatd de & CantonsS;

e 9 CG18135°1°"YTM6 fatd de ¢ CantonsS;

e 3 CG18135°1°"YTMG fatd de @ CG1813571* "} TMe;

e J CantonS fatd de @ CantonS.

Valorile 274

au fost calculate in baza diferentei intre valorile Ct ale genei de interes si
valorile Ct ale endogenei specifice pentru replicile tehnice ale unei replici biologice.
Software-ul qDATA a indicat faptul ci nu toate distributiile valorilor 22" sunt normale
(Gaussiene). Astfel, pentru analiza statisticad au fost utilizate testele Welch t-test si Exact

Wilcoxon rank sum test. Aceste rezultate sunt prezentate in Tabelul 7.

Tabelul 7. Rezultatele testelor statistice asupra valorilor 2 calculate pentru fiecare grup
experimental. Datele au fost obtinute in aplicatia qDATA.

. Welch two sample t-test Exact Wilcoxon rank sum test
Comparatie — —
t statistic valoare p W statistic valoare p
© mutante vs ¢ control -0.826 0.415 294 0.228
& mutanti vs & control 6.648 2.34x 10 654 5.396 x 10°®
& control vs ¢ control 9.138 1.4 x10™ 715 5218 x 107"
& mutanti vs @ mutante 15.584 3.202 x 107 729 1.027 x 10



https://github.com/A-Ionascu/qDATA
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Testele statistice au avut ca scop compararea valorilor corespunzatoare celor

patru grupuri studiate, In fiecare dintre situatiile discutate anterior. Cu exceptia comparatiei

ntre valorile 22¢

corespunzatoare femelelor din linia mutantd fatd de femelele din linia
control, toate comparatiile au aritat semnificatie statistica (Tabelul 6). Tn mod interesant, cele
mai semnificative diferente au fost observate intre grupurile de masculi si femele, atat din
linia CG18135" W}/ TMs, cat si CantonS.

Aplicand formula Livak (274"

) pentru calcularea nivelului de expresie relativ (Livak
si Schmittgen, 2001), s-a observat ca gena CG18135 a fost supraexprimata de 1,85 ori In
masculii CG18135°" "}/ TM6, comparativ cu masculii CantonS. Totodati, in urma
compardrii nivelului de expresie al genei CG18135 s-a observat o crestere a nivelului de
expresie intre masculii CantonS fata de femele CantonS (FC = 2,724) si intre masculii
CG18135° WY TM6 fatd de femelele CG18135712WYTM6 (FC = 4,927). Aceste rezultate
indica faptul ca gena CG18135 este constitutiv supraexprimatd in masculi fatd de femele, in

ambele categorii de indivizi utilizati in acest studiu. Rezultatele calculelor necesare pentru

evaluarea expresiei genice relative sunt prezentate in Figura 2.

2.0

Kk kk

0.5

0.0

Comparison
Figura 2. Analiza nivelului relativ de expresie al genei CG18135 intre grupurile experimentale

utilizate. Graficul ilustraza valorile log,FC si intervalul de eroare exprimat ca + eroarea standard.
Semnificatia statistica ilustreaza valoarea p obtinuta din testele statistice efectuate asupra valorilor 2’
AC(ns > 0,05; **** < 0,001). Grafic exportat din aplicatia qDATA.



02.7 Interpretarea rezultatelor de expresie genica

Nivelul de expresie genica similar in cazul femelelor din linia CG18135°1 W TM6 si
femelelor din linia CantonS sugereaza cad prezenta unei singure alele normal functionale a
genei CG18135 este suficienta pentru exercitarea functiei proteinei CG18135 si pentru
dezvoltarea normald a indivizilor. Pe de alta parte, masculii din linia mutantd prezinta o
crestere a nivelului de expresie de 1,85 ori fatd de masculii din linia control, desi prezinta o
singurd aleld normal functionald a genei CG18135.

Aparatul reproducator masculin este asociat cu diviziune celulard intensd si
diferentiere celulara rapida incepand cu stadiile embrionare (Whitworth si colab., 2012) si in
procesul de spermatogeneza la adulti (Fabian si Brill, 2012). Atat diviziunea celulara, prin
cresterea membranei celulare, cat si diferentierea celulara, dependentda de comunicare inter- si
intracelulard sub forma transportului vezicular, sunt strans legate de disponibilitatea
glicofosfolipidelor caracteristice membranelor plasmatice sau veziculelor intracelulare.
Astfel, implicarea proteinei CG18135 in catabolismul glicerofosfolipidelor (Gaudet si colab.,
2011) poate sustine rolul acestei proteine in reproducere (Fisher si colab., 2012; Findlay si
colab., 2008), in dezvoltarea aparatului reproducator masculin si in spermatogeneza.

De asemenea, lichidul seminal contine numeroase proteine cu rol in reproducere si
embriogeneza (McCullough si colab., 2022), printre care este posibil sa fie si proteina
CG18135, care a fost identificatd in lichidul seminal la momentul imperecherii (Findlay si
colab., 2008) si este posibil sa sustind dezvoltarea embrionara timpurie. Aceasta observatie ar
putea explica, mdcar partial, supraexpresia genei CG18135 in masculii CantonS fata de
femelele CantonS, rezultat consecvent cu experimentele de transcriptomicd din literatura
(Casas-Villa si colab., 2017; Brown si colab., 2014).

Revenind la diferenta nivelului de expresie intre masculii din linia
CG18135"1* "l TM6 si cei din linia CantonS, este posibil ca n ambele cazuri proteina
CGI18135 sa fie implicata in dezvoltarea sistemului reproducator si in spematogeneza. Din
punct de vedere biochimic, proteina CG18135 echilibreaza raportul GPC/G3P (Steward si
colab., 2012), iar in lipsa acestei proteine, GPC este acumulat intracelular deregland raportul
GPC/G3P. Ciile biochimice implicate in detectarea si echilibrarea raportului GPC/G3P nu au
fost inca discutate in literaturd, fiind posibil ca gena CG18135 si fie diferential exprimata cu
participarea unui factor de transcriptie activat in urma cresterii raportului GPC/G3P. In acest
experiment, lipsa a doua alele producatoare de transcripti normali in masculii
CG18135° WY TM6 este corelatd cu supraexpresia genei CG18135, sugerdnd o posibila

incercare de suplinire a necesarului proteic prin supraexpresie.



Nivelul de expresie genica de 4,927 ori mai mare Tn masculii din linia mutantd fata de
femele din linia mutanta poate fi cauzat de un cumul de factori, atat datorita diferentelor de
expresie natural manifestate intre masculi si femele, cat si nivelul crescut de expresie in
masculii mutanti.

Acest experiment a condus catre trei observatii principale: 1. gena CG18135 are
caracter haplosuficient Tn indivizii D. melanogaster; 2. nivelul de expresie genica pentru gena
CG18135 este crescut in masculi fatd de femele, consecvent cu literatura de specialitate; 3.
nivelul de expresie genicd pentru gena CG18135 este crescut in masculii mutanti heterozigoti
in comparatie cu masculii CantonS.

In perspectivd, vom urmirii obtinerea unor indivizi homozigoti mutanti viabili,
escaperi adulti, precum cei observati anterior in cadrul laboratorului, cu scopul de a analiza in
amanunt caracteristicile fenotipice ale acestora si nivelul de expresie genicd al genei

CG1813s.

O3 Obtinerea si caracterizarea fenotipica a indivizilor adulti de tip escaper, cu genotipul
CG 18135 {1acWICG18135,~ 3 1 g1 35P{lacW}CG18135

In cadrul experimentului de evaluare a viabiliatitii indivizilor mutanti din linia
CG18135/GFP am identificat si analizat fenotipic 7 adulti homozigoti escaper. Acesti
indivizi contin doud alele insertionale CG18135"12WICCI81E 3 narechea 3 de cromozomi.
Linia CG18135/GFP contine in background-ul genetic mutatia W™ asociata cu fenotipul
culoare alba a ochilor, dar acest fenotip nu a fost observat in adultii homozigoti escaperi
pentru ci insertia transpozonului P{lacW} in gena CG18135 introduce alela miniw™ asociati
cu o coloatie galben-portocalie a ochilor. Acest fenotip anticipat a fost confirmat in cei 7
adulti escaperi viabili sub forma unui halou de culoare rosie sau portocoalie si este
exemplificat in Figura 3.

Majoritatea indivizilor mutanti homozigoti au prezentat dificultate la eclozare si
durata de viatd scdazutd. Desi indivizii reuseau sd desfaca puparium-ul (Figura 3A), acestia
aveau dificultati de a ecloza complet si deseori erau blocati in puparium (exemplificare in
Figura 3B). In cadrul experimentului am extras manual cativa indivizi mutanti homozigoti
pentru a identifica alte fenotipuri de interes si a evalua durata de viatd. Niciun indivizid adult
escaper eclozat nu a supravietuit mai mult de 48 de ore si nu au depasit faza de imago. Fara

interventii suplimentare, unii indivizi au murit in Incercarea de a ecloza.



Figura 3. Exemple de adulti homozigoti escaperi identificati in cadrul experimentelor de viabilitate
din aceasta etapa a studiului.

In indivizii extrasi manual din puparium au fost observate doui fenotipuri de interes,
s1 anume miscari sacadate si lipsa de activitate. Adultii escaper nu se deplasau corespunzator
si erau mai inactivi decat adultii control, iar singurele miscari ale acestora erau ocazionale si
neorganizate, asemandtoare unor spasme musculare. Aceste doud fenotipuri sunt in mod
particular interesante, considerand faptul ca functiile genei CG18135 la D. melanogaster pot
fi corelate cu legarea fasciculelor de miozind prin interactiunea Myol0A si cu metabolismul
energetic. Natura miscarilor adultilor escaperi si lipsa de activitate ar putea fi explicate, dupa
investigatii suplimentare, cu aceste procese biochimice complexe.

In plus, este important de mentionat faptul c, in timp ce alte insertii de transpozoni in
gena CG18135 la D. melanogaster au fost identificate si inventatiate in baze de date, insertia
CG18135"{1aeWICCIBIE  ogpe prima alela asociatda cu un fenotip particularda in indivizii

homozigoti.



Cheltuieli/achizitii

Referitor la cheltuieli realizate din finantarea AOSR, acestea au constat Tn urmatoarele:

minifrigider probe (aproximativ 600 RON);
memorie externa pentru stocare date (aproximativ 900 RON);
Kit-uri qQRT-PCR (aproximativ 2000 RON).

Restul finantarii a fost depozitata in cont bancar si o vom utiliza pentru achitarea taxelor de

publicare pentru articolele publicate in cadrul acestui proiect de cercetare.
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