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RESUMEN

La familia de factores de transcripcién CSRNP (cystein-serine-rich nuclear protein) est4
conservada desde Drosdfila hasta humanos. Estudios funcionales hechos en ratén,
mediante knockout de cada uno de sus paralogos, han resultado insuficientes para
dilucidar su funcién durante el desarrollo de vertebrados. En nuestro laboratorio, se
estudid el ortlogo de pez cebra Axudl, revelando su papel esencial en la supervivencia
y proliferacion de progenitores cefélicos. Con el objeto de hacer extensiva la
caracterizacion de esta familia de proteinas a otro de su miembros, en este trabajo se ha
analizado un segundo ortélogo existente en pez cebra: el gen csrnpla. Para caracterizar
la funcién de este gen hemos utilizado morfolinos antisentido en embriones silvestres y
lineas transgénicas relacionadas con la hematopoyesis/angiogénesis, ademas de
hibridaciones in situ analizando la expresion de diferentes marcadores de mesodermo y
de hematopoyesis primitiva. Nuestros resultados muestran que csrnpla se expresa a
partir de las 0 hpf, hasta estadios larvarios, en particular en los territorios cefalicos y en
la masa celular intermedia (ICM). El knockdown de Csmpla genera una disminucion
clara de las células de la sangre en circulacién. La reduccion del namero de las células
sanguineas ocurre sin perturbaciones en la especificacion del mesodermo,
vascularizaciéon o desarrollo cardiaco. Esta reduccion s.e produce a nivel de células

progenitoras hematopoyéticas, que afecta tanto a los linajes eritroides como mieloides.



En regiones anteriores, ademdas se observa una disminucién en la proliferacion celular
especificamente en dominios de expresion spil. Estas observaciones, en conjunto con
los antecedentes previos, sugieren un papel importante de los factores de transcripcion

CSRNPs en la biologia de los progenitores, tanto neuronal como hematopoyético.



ABSTRACT

The CSRNP (cystein-serine-rich nuclear protein) transcription factors are conserved
from Drosophila to human. Functional studies in mice, through knockout for each of
their paralogs have resulted insufficient to elucidate the function of this family of
proteins in vertebrate development. Previously, in our laboratory, we described the
function of the zebrafish ortholog, Axudl/CSRNP1, showing its essential role in
cephalic progenitors survival and proliferation. To extend our understanding about this
family, we have studied the function of its paralog csrupla. Using morpholinos in wild
type or transgenic lines related with hematopoiesis/angiogenesis we performed its
phenotypic characterization. This strategy was combined with in situ hybridizations to
analyze the expression of different mesodermal and primitive hematopoiesis markers.

Our results show that csrupla is expressed from Ohpf, until larval stages, particularly in
cephalic territories and in the intermediate cell mass (ICM). Csmpla knockdown
generates a clear depletion of blood cells in circulation. Morphants embryos impair
blood formation without disturbing mesoderm specification, angiogenesis or heart
development. The reduction of circulating blood cells occurs at hematopoietic progenitor
level, affecting erythroid and myeloid lineages; in addition cell proliferation was also
altered in anterior sites, specifically in spi! expression domain. These and previous
observations suggest an insightful role of CSRNPs transcription factors in progenitors

biology, both neural and hematopoietic.



INTRODUCCION

La via de sefializacion Wnt participa en multiples eventos del desarrollo embrionario de
vertebrados e invertebrados (revisado por Croce y McClay, 2006). AXINA1 es uno de
los reguladores negativos de la via de sefializacion Wnt. Esta proteina, en ausencia de
Whnt, forma un complejo con los factores APC (Kishida y col. 1998) y GSK-3 (Ikeda y
col. 1998) lo que favorece la fosforilacion de B-catenina y promueve su degradacion por
el proteosoma (Aberle y col. 1997). Por otra parte, en presencia de Wnt este complejo
regulador negativo es inhibido, consecuentemente estabilizando B-catenina, la cual
posteriormente se trasloca al niicleo (Huber y col, 1996), donde actia como cofactor de
factores de transcripcion como T-cell factor (TCF)/lymphocyte enhancer binding factor
(LEF) (Korinek y col. 1998) activando la expresion de diversos genes fundamentales
para el desarrollo (revisado por Logan y Nusse, 2004).

Mutaciones en el gen axinal han sido relacionadas con diversos tipos de cidncer humano
(revisado por Huang y He, 2008). En contraste, la transfecciéon de AXINAIL en células
tumorales que presentan mutaciones en axinal, f-catenina o apc, es capaz de suprimir la
proliferacion celular e inducir apoptosis (Satoh y col. 2000). Ishiguro y col. (2001),
mediante microarreglos, observaron un transcrito cuya expresion se encuentra
disminuida en células de cancer de colon con mutaciones en el gen axinal y que por el
contrario, aumenta al sobreexpresar AXINA1 y no otros componentes del complejo

regulador negativo de la via Wnt. Es decir, este efecto transcripcional es independiente



de TCF/LEF. Debido a lo anterior, este gen fue denominado Axin Upregulated-1,
AXUDI. Ademas en este trabajo se observd que la expresion de este gen se ve
disminuida en células tumorales de cancer de rifion, intestino, pulmén e higado. Otros
estudios mostraron que el transcrito AXUDI estd sub-representado también en
colanocarcinomas intrahepaticos (Obama y col. 2005), tumores pancreaticos (Nakamura
y col. 2004) y cancer de mamas (Nishidate y col. 2004). Estos antecedentes sugieren que
AXUD]1 tiene un rol como factor supresor de tumores. Paralelamente, observando su
expresion mediante microarreglos en diversas condiciones celulares, se ha identificado
el transcrito axud/ como un gen asociado a funciones inmunes (Hutton y col. 2004);
siendo inducido por el factor de crecimiento derivado de plaquetas en células troncales
embrionarias de ratéon (PDGF) (Chen y col. 2004); en microglias producto de dafio
neuronal provocado por dopamina (Thomas y col. 2006); por el cardiotoxico
doxorrubicina en cardiomiocitos (Yi y col. 2006); y por IL-2 en linfocitos (Gingras y
col. 2007). La amplia gama de reguladores de la expresiéon de AXUDI1 identificados, que
por mucho excede las observaciones iniciales de su induccién por AXIN1; sumado a las
caracteristicas de la secuencia peptidica predicha para este gen (ver mas adelante) es que
actualmente se utiliza la nomenclatura CSRNP (Cistein Serine Rich Nuclear Proteins)
para referirse a esta familia de proteinas.

La familia de proteinas CSRNP se ha conservado de Drosdfila a humanos. Estas
proteinas no poseen ningin dominio o motivo estructural definido, o que haya sido
anotado anteriormente en alguna base de datos. Sin embargo, mediante analisis in silico
se han identificado tres regiones hacia el extremo amino terminal claramente

conservadas en todos los miembros de esta familia: una primera region rica en serina, un



dominio con aminodcidos preferentemente basicos y una region rica en cisteina (Gingras
y col. 2007) (Figura 1A). Dentro de este segmento la mayor homologia se presenta en la
region rica en cisteina, en particular en 10 residuos posicionalmente conservados en
todos los CSRNPs de las distintas especies (Figura 1B) (Gingras y col. 2007).

La localizacion subcelular del producto de los genes csrap, tanto en los tres paralogos de
raton, CSRNP-1, 2 y 3; como del unico ortélogo encontrado en Drosdfila, DAXUDI, es
en el nucleo (Gingras y col. 2007; Glavic y col. 2009), lo que junto a ensayos con
reporteros transcripcionales sugiere que esta familia de proteinas posee caracteristicas de
factores de transcripcion. La funcion in vivo de estas proteinas fue inicialmente
estudiada mediante la obtencidon de ratones knockout de cada uno de los tres pardlogos
presentes y en animales doble y triple knockout. Los ratones mutantes resultaron
indistinguibles de los silvestres con excepcion de la condicion triple knockout que
presentd letalidad perinatal. Con esta metodologia y los andlisis realizados no fue
posible obtener evidencias de la actividad supresora de tumores previamente descrita
para esta familia de proteinas, o algin papel evidente en el desarrollo embrionario de los
ratones.

Por otra parte, en Drosdfila existe un tnico miembro de la familia CSRNP, DAxudl.
Estudios funcionales han mostrado que DAXUDI1 actiia como supresor de tumores. La
sobreexpresion de DAXUD1 produce apoptosis mediada por la activacion de la via INK,
situacion que es dependiente del arresto del ciclo celular en la transicion G2/M de
manera Cdkl dependiente. Mientras que el knockdown de DAXUD]1 genera un aumento

del ritmo de proliferacion de las células imaginales (Glavic y col. 2009).



A Conserved Domain

?7] Ser-Rich -

Cys-Rich
% Basic PR ] so7

MORSRNPL
hAXUDI g
mCRSRMPZ  (206) IR d o
hCRSRNPZ (206} : : "
MORSREP3 1) ( i :f
hORSENPY
cG4z72 o
C41D11.3
Consensus

CDFE € C8 AGIKCQVD 3 PCGO

1ttt tt t ttt

Figura 1. Estructura primaria y alineamiento de proteinas CSRNP de distintas especies (modificado
de Gingras et al., 2007).

A) Representacion esquematica de la estructura primaria de los tres ortdlogos de raton CSRNP-1, 2 v 3
respectivamente y los ortélogos existentes en Drosdfila y C. elegans; identificando las principales
caracteristicas. B) Alineamiento multiple del motivo rico en cisteina indicando las 10 posiciones més
conservadas (flechas). RefSeq de GenBank son: M. musculus (m) CSRNP-1 (NP_695019), H. sapiens (h)
AXUDI (NP_149016), mCSRNP-2 (NP_700456), hCSRNP-2 (NP_110436), mCSRNP-3 (NP_700458),
hCSRNP-3 (NP_079245), D. melanogaster CG4272 (NP_608673) y C. elegans C41D11.3 (NP_491368).



Estudios hechos en nuestro laboratorio, orientados a ampliar la caracterizacién de los
genes csrnp en modelos vertebrados, identificaron en Danio rerio, dos secuencias
proteicas homdlogas a DAXUDI1; Csrnpl con un 69% de homologia y Csrnpla con un
63%. Estudios realizados en pez cebra analizando el homdlogo mas cercano al gen
DAxudl, csrnpl/axudl muestran que este gen es esencial en la proliferacion y
supervivencia de progenitores neurales cefélicos (Feijoo y cols., 2009). Posteriormente,
y como parte del trabajo de la presente tesis, estudiamos el segundo homélogo presente
en pez cebra, csrnpla. Estudios no publicados muestran que este gen se expresa de
manera materna y que luego de las 19 horas post fertilizacién su expresion es dindmica,
centrandose en sitios anteriores cefalicos y en una region posterior-ventral denominada
la masa celular intermedia (ICM), la cual ha sido descrita como el sitio de proliferacion
y diferenciacion de los progenitores hematopoyéticos (Figura 2).

En estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio, que formaron parte del
trabajo realizado durante mi tesis de pregrado, se inyectaron oligonucleétidos
antisentido, morfolinos (MOs) para suprimir la expresion de Csrnpla. En particular,
inyectamos un morfolino disefiado para interactuar especificamente con la regién que
contiene el ATG (Mocsrnpla ATG), permitiendo inhibir la traduccién del mensajero. El
fenotipo resultante en estadios posteriores a las 26 hpf, fue una reduccién leve en el
tamafio de la cabeza y una notable disminucidn en las células sanguineas en circulacion.
La visualizacién de este fenotipo se realizd mediante dos tinciones diferentes: O-
Dianisidina, la cual marca eritrocitos maduros, generando un precipitado naranja
(O'brien, 1961) y diaminobencidina (DAB), que detecta inicialmente la actividad de la

mieloperoxidasa presente en las células mieloides (Bielek E., 1981), pero que revelada
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Figura 2. Patrén de expresion de csrnpla obtenido mediante hibridacién in situ y RT-PCR.

Embriones tempranos muestran una sefial ubicua de csrnp/a (A a D). Etapas mas tardias (E a L) muestran
expresion anterior, en la regién cefalica (flecha negra) y caudal, localizada en la masa celular intermedia
(ICM) (flecha roja) (todos los embriones estén laterales; A a C polo animal en la parte superior; D a L
anterior a la izquierda). (F, H, J, L) Muestra la expresién de csrapla en ICM, en la cudl es posible
observar una expresion altamente dinidmica, con expansion y retraccion de la sefial a distintos tiempos de
desarrollo. (M) RT-PCR para csrapla, los nimeros sobre del gel corresponden a las etapas de desarrollo
analizadas (escritas en horas post fertilizacion hpf).



por tiempos mas prolongados reacciona de manera generalizada con las células de la
masa celular intermedia. De esta manera pudimos observar una disminucion
significativa en ambas tinciones en embriones morfantes comparados con los controles a
33 hpf (Fig. 3A, B, C v D), corroborando de esta manera la observacion inicial hecha en
in vivo. Dado que la sangre corresponde en mas de un 90% a células eritroides, nuestros
resultados sugieren que al menos este linaje estaria disminuido en la condicion de
knockdown para Csrnpla.

La formacion de células sanguineas en todos los vertebrados, incluyendo teledsteos,
ocurre en dos olas de hematopoyesis que se producen de forma secuencial durante el
desarrollo. La primera ola es llamada hematopoyesis primitiva o temprana, y produce
principalmente eritrocitos y macréfagos primitivos. La segunda ola corresponde a la
hematopoyesis definitiva, y genera c¢lulas madre hematopoyéticas (Hematopoietic stem
cells, HSC), capaces de auto-renovarse y diferenciarse a todos los linajes
hematopoyéticos necesarios en el organismo adulto.

En pez cebra, la hematopoyesis primitiva ocurre en la placa del mesodermo lateral
(lateral plate mesoderm, LPM), en dos territorios independientes, anterior y posterior,
los cuales pueden ser evidenciados por la expresion de marcadores hematopoyéticos
tempranos como fall/scl (células T leucemia linfocitica aguda 1), Imo2 o gata? (Porcher
y col. 1996; Valge-Archer y col. 1994; Wadman y col. 1997). tall/scl se observa como
dos lineas paralelas a lo largo del LPM, siendo expresado por células indiferenciadas
llamadas hemangioblastos, capaces dar origen tanto a linajes hematopoyéticos como
vasculares. Las células situadas en la placa del mesodermo lateral anterior (ALPM)

daran lugar a las islas sanguineas rostrales (rostral blood islands RBI), mientras que las
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Figura 3. Knockdown de csrapla disminuye la cantidad de células sangufneas.

Se utilizaron embriones de 33 hpf silvestres sin inyectar (A y C) y morfantes (B y D). La marca de O-
Dianisidina (A y B) se observa principalmente en los ductos de Cuvier sobre el vitelo. Podemos observar
en los morfantes (B) la disminucion de esta tincion, indicando una reduccién de la cantidad de eritrocitos
maduros. La tincién DAB (C y D) marca de manera generalizada las células de la masa celular intermedia.
En embriones silvestres (C) el ensayo DAB genera una marca café granulada a lo largo de dicho territorio,
la que se ve dramdticamente disminuida en embriones morfantes (D),
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células hematopoyéticas presentes en postetior (PLPM) migran ventralmente hacia la
linea media y se fusionan, formando la masa celular intermedia (intermediate cell mass,
ICM) (Al-Adhami y col. 1977). Las células en las RBI generan células de linaje
mieloide, (principalmente macréfagos) y células endoteliales; mientras que las células de
la ICM se diferencian mayoritariamente a células de linaje eritroide (como eritroblastos),
células endoteliales de la zona truncada, y en menor medida a neutréfilos. Mas
especificamente, la poblacion de eritroblastos primitivos surge a partir de un
subconjunto de células posteriores, fall/scl positivas, que también expresan el factor de
transcripeion Kriippel-like, KIf4 (Kawahara y col. 2001) y el factor de transcripeion
dedos de zinc, GATAL (Detrich y col. 1995). Estas proteinas se expresan de forma
bilateral en el LPM posterior y promueven la expresién de genes esenciales para la
diferenciacion eritroide, tales como el gen hbael (hemoglobina alfa embrionica-1)
(Brownlie y col. 2003). Por otro lado, en anterior, el linaje mieloide surge a partir de un
subconjunto de células anteriores fall/scl positivas, que también expresan spil, y que en
conjunto dirigen la diferenciacion de estas células hacia macréfagos y neutrdfilos
maduros, los cuales pueden ser reconocidos por la expresion de marcadores como
plastina citosélica de linfocitos-1 (I-plastini, Icpl), o el gen de mieloperoxidasa, mpx,
expresado en neutréfilos (Lieschke, G.J. y cols., 2002).

Considerando la expresion del gen csrupla en la masa celular intermedia, que es el
tejido de proliferacion y diferenciacion de células hematopoyéticas, nos planteamos la
siguiente hipotesis de trabajo: “El gen csrmpla es necesario para la formacién,
diferenciacion y/o proliferacion de progenitores hematopoyéticos en el proceso de

hematopoyesis primitiva del pez cebra”.

tEa )



OBJETIVOS

Objetivo General.

- Caracterizar la funcion de csrupla durante la hematopoyesis primitiva del pez

cebra.

Objetivos Especificos.

- Determinar si la disminucién de la funcion de csrmpla afecta el numero de
células sanguineas evidenciado por la linea transgénica Tg(gfil. 1:GFP) 7'

- Analizar mediante hibridacion in sitru (ISH) para genes marcadores especificos
(ntl, gatal, gsc), el efecto de la falta de funcion de Csrnpla en la generacion de los
patrones de diferenciacion del mesodermo.

- Analizar el efecto de la falta de funcién de Csrnpla en el flujo sanguineo,
analizando tanto alteraciones en la estructura global de los vasos sanguineos como en el
desarrollo cardiaco.

- Determinar la etapa de diferenciacion durante la hematopoyesis primitiva en la
cual Csrnpla participa, analizando el efecto de su disminucién sobre marcadores de las
distintas etapas de este proceso: scl, gatal, spil, mpx, lcpl, hbael.

- Analizar los patrones de muerte y proliferacion celular, en los estadios en los

cudles se observen las perturbaciones provocadas por la inyeccidon de morfolino.
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MATERIALES Y METODOS

Mantenimiento de peces cebra y obtencion de imagenes.

Los peces fueron manipulados de acuerdo a lo descrito por Westerfield, 2007. Las lineas
de pez cebra utilizadas en esta trabajos fueron las siguientes: Tab3 (silvestres),
Tg(gfil 1:GFP) 7 (Wei y col. 2008), Tg(mpx:GFP)"" (Renshaw y col. 2006) y
Tg(flila:EGFP)" (Lawson y col. 2002). Los peces fueron cruzados de manera natural
para la obtencién de los embriones. Los embriones obtenidos de esta manera fueron
incubados a 28,5 °C en placas Petri con medio E3 con azul de metileno y fijados en PFA
4% toda la noche, en el estadio apropiado. Los tiempos de desarrollo estdn expresados
en horas post fertilizacién (hpf) segin Kimmel y col 1995. Las fotografias fueron
tomadas con una lupa de diseccion Leica MZ12 acoplada a una camara Leica DFC
300FX. Las imagenes fueron procesadas con el programa Photoshop CS3. Para todos los
experimentos descritos las imagenes mostradas son representativas del efecto observado
y cuando este efecto estd presente en cualitativamente la mayoria de los individuos
(sobre un 70% de los individuos observados), con un minimo de 50 embriones por
experimento. Todos los experimentos fueron repetidos al menos tres veces, El n

mostrado en cada experimento corresponde a la suma de los datos de cada repeticion.

Microinyeccion de Embriones, RT-PCR e incubacién con S-nitroso-N-acetil-

penicilamina (SNAP).
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Para generar la falta de funcion de Csmpla se realizé el knockdown mediante la
inyeccion de morfolinos (oligonucledtidos antisentido modificados quimicamente
(revisado por Lieschke y Currie, 2007). Se utilizaron dos tipos de morfolinos:
Mocsrnpla atg (secuencia 5'-ACTGACGAGCACAACTCAACAACAG-3"), disefiado
para unirse a la region que contiene el inicio de traduccion, AUG, del mRNA de
csrnpla. Y Mocsrnpla spt, (secuencia 5 -TATCATGAGTGACTTACTTGGCATG -37),
el cual se une al sitio de splicing entre el exon2/intron2 del mRNA primario de csrupla.
Se utilizaron como control peces inyectados con un morfolino control (5'-
GTCACAAGTCCACTATCGATTGTG -37). Para comprobar la dosis dependencia del
morfolino, se inyectaron dos concentraciones, 2,5 y 5 ng por embrién del morfolino
Mocsrnpla spt y se analizé el nivel de transcrito csrmpla mediante RT-PCR. Los
partidores utilizados para esto fueron: partidor directo (AxudlF) 5°-
CTCTGATGAAGACAGTCCACAAAG - 3° y partidor reverso (axudlR): 5 -
TCAGAGTCCGAAGACAGACTGAG - 3°. Dichas secuencia se encuentran
posicionadas en el exén 2 y 5 respectivamente y generan un amplicon de 1,2 kb. Como
control de carga del RT-PCR y de calidad del cDNA se utilizaron partidores de f-actina:
directo: 5° - TGTCTTCCCATCCATCGTG - 3 'y reverso: 5  —
AGGTCACGGCCAGCCAAG - 3’°, que generan un amplicon de aproximadamente
600pb. El morfolino de p33 (5" - GCGCCATTGCTTTGCAAGAAGAATTG - 3°) fue
inyectado a la concentracion descrita por Robu y cols. 2007.

Para los ensayos con SNAP, embriones de pez cebra fueron incubados en 10uM del
compuesto disuelto en medio E3 con 0,1% de Dimetil sulfoxido (DMSO). Los

embriones fueron expuestos a la solucion de SNAP entre los 10 somitos y 23 horas post
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fertilizacion y observados a las 32 hpf, luego del comienzo de la circulacion sanguinea.

Hibridacién in situ en embrion completo e inmunohistoquimica

Los experimentos de hibridacion in sifu fueron realizados mediante el método descrito
por Thisse y col. 2008. Las sondas antisentido de RNA fueron sintetizadas siguiendo
protocolos estandar: cortadas con enzimas de restriccién descritas para cada clon y
transcritas con las enzimas SP6, T3 o T7 dependiendo del caso. Los siguientes clones
fueron amablemente proporcionados como cDNA vy utilizadas como templado para
generar las sondas de RNA: ntl (Schulte-Merker y col. 1992), gsc (Stachel y col. 1993),
gata5 (Heicklen-Klein y col. 2004), tall/scl (Lieschke y col. 2002), kif4 (Taneda y col.
2011), spil/pu.l (Lieschke y col. 2002), gatal (Fu 'y col. 2009), hbael (Hart y col.
2007), lep! (Herbomel y col. 1999), amhc (Berdougo y col. 2003) and vmhe (Berdougo
y col. 2003).

Para los experimentos de inmunohistoquimica, utilizamos un anticuerpo generado en
conejo contra phospho-Histona H3 (H3-P, Upstate 07-424). El protocolo fue llevado a
cabo acorde al método descrito por Sarrazin y col. 2006. Para definir un 4rea de células
H3-P positivas, se realiz6 inmunohistoquimica contra H3-P en embriones previamente
marcados por ISH con sondas de spil/pu.l o scl. Finalmente el nimero de células

positivas para Histona 3 fosforilada fue cuantificada unicamente dentro del 4rea de in

situ.

Tincién O-Dianisidina.
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Se realiz6 la tincion O-Dianisidina (3,3"dimetoxibenzidina) que permite identificar
eritrocitos maduros (O'brien y col. 1961). Este compuesto reacciona con la hemoglobina
de los globulos rojos, generando un producto oxidado de color naranja en presencia de
peroxido de hidrégeno (Wei y col. 2005). Brevemente, se prepara una solucién de O-
Dianisidina que contiene: 0.06 mg/mL de O-Dianisidina; Acetato de sodio 0.01M; 11,0,
0.65% y etanol 40%. Los embriones vivos se lavan con esta solucién de 5 a 10 minutos
y luego es posible fijar los embriones tefiidos con PFA 4%-PBS (Iuchi y Yamamoto,

1983).

Tincion Naranjo de Acridina.

La tincion de naranjo de Acridina se realiz6 acorde al protocolo de Williams y Webb,
2000. Los embriones fueron incubados durante 20 minutos en Sug/ml de Naranjo de
Acridina en medio E3, lavados 5 veces por 5 minutos con medio E3 y observados bajo

microscopio de fluorescencia.

k B



RESULTADOS

La disminucién de Csrnpla afecta el nimero de células sanguineas en circulacién.

El fenotipo knockdown del gen csrnpla, observada a las 32 horas post fertilizacién
(momento en el cudl las células sanguineas derivan del proceso de hematopoyesis
primitiva) es una clara disminucion de las células sanguineas en circulacién. Si bien una
explicacion légica para justificar el fenotipo de falta de sangre puede surgir de posibles
perturbaciones en el proceso de hematopoyesis temprana, es decir, que se vea afectada la
formacion, mantencion o proliferacion de progenitores hematopoyéticos en el embrion
temprano de pez cebra, esta no es la tnica opcién plausible. Otra posibilidad es que el
gen csrnpla esté afectando de manera previa y generalizada la formacién del
mesodermo. Considerando que la ICM es formada a partir de este tejido,
especificamente a partir de las placas del mesodermo lateral (revisado por Davison y
Zon, 2004), nuestros resultados de la pérdida de células sanguineas circulando pueden
derivar de un efecto sobre la formacién del mesodermo. Una tercera causa para explicar
la disminucidén en la cantidad de células en circulacién puede ser circunscrita a la atrofia
de los vasos sanguineos, es decir que no se observa sangre por que los vasos estan
afectados de manera tal que no permiten circulacién, o simplemente estan ausentes, con
lo que resultaria imposible ver la circulacién sanguinea. Por tltimo, se ha descrito que
reducciones importantes del flujo sanguineo afectan la cantidad de células sanguineas en

circulacion; un régimen de flujo cercano a cero, genera una disminucion significativa en
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la cantidad de glébulos rojos en circulacion y afecta ademas al desarrollo de células
troncales hematopoyéticas (HSC, células capaces de generar todos los linajes
hematopoyéticos) (North y col. 2009). En este contexto, la ausencia de CSRNP1a podria
afectar el latido cardiaco o el calibre de los vasos sanguineos, los cuales tienen directa
relacion con la velocidad del flujo sanguineo.

Con la idea de evaluar cual de las hipétesis anteriormente plateadas se relaciona mejor
con la funcién del gen csrnpla se realizaron ensayos de falta de funcion utilizando el
morfolino ATG antes mencionado. Ademas, para evitar y reducir efectos inespecificos,
decidimos inyectar un segundo morfolino disefiado para bloquear el correcto corte y
empalme (“splicing”) del mensajero primario (morfolino de splicing: Mocsrmpla spt).
Para confirmar la eficiencia de este ultimo morfolino y para analizar si la inhibicién de
la funcién de csrmpla es dosis dependiente, inyectamos el Mocsmpla spt en dos
concentraciones: 2,5 y 5 ng por embrién. Los resultados obtenidos mostraron una leve
reduccion en los niveles de transcrito a las 24hpf en el primer caso vy su completa
ausencia en el segundo (Figura 4F). Ademas, observamos que el mensajero procesado de
csrupla en embriones de 30 hpf comienza a reacumularse (Figura 4F), indicando que el
morfolino ya no es efectivo en esta etapa del desarrollo.

La concentracion de morfolino utilizada para generar los fenotipos observados fue de 2,5
¥ 5 ng por embrién para el morfolino ATG y morfolino de splicing respectivamente. El
fenotipo de reduccién de células sanguineas en circulacién fue generado por ambos
morfolinos en un 34% de los embriones inyectados, lo que sugiere que ambos
morfolinos disminuyen la funcién de csrmpla. Ademas al inyectar el morfolino de

splicing a la concentracién de 2,5ng por embrion, se obtiene el fenotipo en el 12% de los
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Figura 4. El knockdown de csrnpla disminuye el niimero de células sanguineas en circulacion.

La inyeccién de morfolino contra csrupla produce una reduccion dramatica de la células sanguineas en un
35,4% de los embriones inyectados (n=46/130) a las 33 hpf (A, B, C) la cual es revertida a las 48 hpf (D,
E) (todas las vistas son laterales, anterior a la izquierda). (F) RT-PCR contra csrupla y b-actina de
embriones controles de 24 hpf (C) e inyectados con el morfolino de splicing (MoSpt) a dos
concentraciones: 2,5 y 5 ng por embrién. Se muestra la disminucién, dosis dependiente, del mensajero de
csrnpla al utilizar el morfolino mencionado. Esta disminucion es revertida a las 30 hpf, indicando que el
morfolino de splicing ya no eficiente a estos estadios.
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embriones inyectados, indicando que existe una correlacion entre la presencia del
fenotipo y el resultado de RT-PCR que indica que a esta concentracion hay una mayor
cantidad de mensajero de csrupla.

Mediante la tincion de O-Dianisidina, la cual reacciona con la hemoglobina presente en
los eritrocitos generando un precipitado naranja (O'brien, 1961), pudimos observar una
disminucion significativa en la cantidad de eritrocitos maduros en ambos grupos
morfantes (Figura 4A, B, y C). Por el contrario, y de acuerdo con la reduccion observada
de la eficiencia morfolino a 30 hpf (Figura 4H), detectamos reversion del fenotipo de
sangre en 77,27% de los embriones morfantes a las 48hpf (Figura 4D y E). Debido a que
ambos morfolinos disminuyen la funcion de csrnpla y que al usar el morfolino ATG se
requiere una menor cantidad, es que decidimos utilizar este morfolino para el resto de
los experimentos.

Considerando que el paralogo de csrupla, axudl, tiene expresion cefdlica y su
morfolino genera disminucién del tamaifio de la cabeza, creemos que este fenotipo, el
cual es observado en menor medida en morfantes de csrnpla, corresponde a posible
redundancia funcional de ambos genes sobre estos territorios. Es por esto que decidimos
enfocarnos en el fenotipo sanguineo.

Como una forma independiente de corroborar el fenotipo sanguineo inyectamos
morfolino de Mocsrnpla atg en embriones de la linea transgénica Tg(gfil.1::gfp)”*, la
cual transcribe GFP bajo el promotor de gfil.l, el cual es expresado de manera
generalizada en las células de la masa celular intermedia (Wei y col. 2008), que como se
dijo previamente es el sitio de proliferacion y diferenciacion de progenitores

hematopoy¢éticos, de manera que problemas en este transgénico ademads de presentarnos
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Figura 5. Disminucién del niimero de células GFP positivas presentes en embriones morfantes del
transgénico Tg(gfil.1::gfp)"".

Se analizaron embriones de 24 (A, B) y 48 hpf (C, D) inyectados con morfolino control (A, C) y
morfolino atg (B, D) de la linea transgénica Tg(gfi::gfn)”'**. La sefial de GFP se observa disminuida en
embriones morfantes en comparacién a controles en ambos estadios observados. Cada imagen es
representativa del pool observado. (Todas las vistas son laterales, anterior a la izquierda).
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una nueva forma de corroborar el fenotipo sanguineo descrito, permite sugerir que una
posibilidad de regulacién de csrnpla sea sobre los progenitores hematopoyéticos.
Podemos observar que a las 24 y 48 hpf embriones morfantes csrnpla presentan una
clara disminucién en la sefial de GFP con respecto a embriones control (Figura 5),
indicando una disminucién del nimero de células de los linajes hematopoyéticos
presentes en el ICM. Los resultados realizados en este transgénicos son preliminares y
actualmente no poseemos los peces para repetir y realizar un analisis estadistico

detallado de la disminucion de la sefial gfp en el transgénico Tg(gfil. 1::gfp)¥"".

El knockdown de Csrnpla no afecta la formacion del mesodermo.

Para obtener mas datos acerca de la posible funcién especifica de csrupla en
hematopoyesis, es que decidimos analizar qué proceso del desarrollo del pez cebra
relacionado con la formacién de elementos sanguineos esta afectado por la disminucion
de la funcién de este gen. Ademas, considerando que las células en circulacién
observadas en nuestros experimentos provienen del proceso de hematopoyesis primitiva,
y estas c€lulas a su vez derivan de un dominio particular del mesodermo lateral, es que
primero analizamos si la especificacion de este territorio se ve afectado en embriones
morfantes para csrnpla. La expresion de marcadores especificos del patterning de
mesodermo: goosecoid, notail y gata5 indico que no existen diferencias entre embriones
morfantes y control (Figura 6), excluyendo la posibilidad de que alteraciones en la

especificacion del mesodermo fueran responsables del fenotipo sanguineo descrito.
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Figura 6. El knockdown de csrnpia no afecta la especificacién del mesodermo.

Expresion de marcadores goosecoid (gsc) (A, D), notail (ntl) (B, E) y gatas (C, F) evidenciada mediante
ISH en tres estadios de la gastrulacién. No se observan diferencias en la expresion de estos genes en
embriones morfantes comparados con embriones control (100%, n=124, 131,116 respectivamente).
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El knockdown de Csrnpla no afecta la formacion de los vasos sanguineos o el
corazdn.

Se ha descrito que alteraciones extremas en el flujo sanguineo, por ejemplo pérdida total
del latido cardiaco. generan una disminucion de las células sanguineas en circulacion
(North y col. 2009). Para excluir esta posibilidad, decidimos analizar en primer término
posibles defectos en la formacion de los vasos sanguineos. Para esto, inyectamos el
morfolino contra csrupla en embriones de la linea transgénica Tg(flila: EGFP)"’, la cual
expresa GFP bajo el promotor del gen marcador endotelial f/i/a. Pudimos observar que
los embriones morfantes resultaron indistinguibles de los embriones control (Figura 7A,
B, C y D). Ademas y en el mismo sentido, evaluamos dos propiedades macroscopicas
observables en estos embriones: el nimero de venas radiales totales presentes y
calculamos el promedio de angulos de 5 de estas venas (Figura 7, A y C linea punteada)
presentes al comienzo de la extension del vitelo. Este sector fue seleccionado porque los
angulos son relativamente similares, mientras que hacia posterior la cola se vuelve mas
estrecha y el valor de los angulos de las venas radiales va disminuyendo. Pudimos
detectar que no existen diferencias significativas respecto a los controles tanto para el
nimero de venas radiales, como en el promedio de los angulos de las venas
seleccionadas (Figura 7E y F) . La aproximacion anterior nos informa de las alteraciones
generales en los vasos sanguineos, de manera que para evaluar de forma mas precisa las
alteraciones en el flujo, que depende mas especificamente del calibre del vaso, es que
incubamos embriones en el dador de 6xido nitroso (NO) y conocido vasodilatador S-
nitroso-n-acetil-penicilamina (SNAP), con la hipdtesis de que si la disminucién de las

células en circulacion es provocada por una disminucién en el calibre del vaso, entonces
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Figura 7. Csrnpla no participa en la morfogénesis de los vasos sanguineos.

Embriones control (A, B) y morfantes (C, D) de 33 hpf de la linea transgénica Tg(flila:EGFP)’ que
expresa GFP bajo el promotor endotelial f/i/a (anterior a la izquierda). A y C corresponden a una vista con
lupa de fluorescencia, mientras que C y D corresponde a una imagen de microscopia confocal. No
observamos diferencias macroscopicas evidentes de este marcador en los embriones inyectados (todas las
vistas son laterales, anterior a la izquierda). E: grafico del numero de venas radiales presentes en
embriones control y morfantes (n=58 para cada condicién). F: grafico del promedio de angulos de 5 venas
radiales en la extension del vitelo (lineas puntuadas en A y C) en embriones control y morfantes (n=63 en
ambas condiciones). Para ambos casos se utilizé el test t de student y se obtuvo un p£0.05.
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la exposicion a un vasodilatador debiera revertir, al menos parcialmente, el fenotipo de
células en circulacién. La cantidad de células en circulacion fue evaluada con la tincién
de O-Dianisidina. Podemos observar que los embriones morfantes no revierten el
fenotipo hematopoyético al ser incubados en SNAP durante el periodo entre los 10
somitos y las 23 horas de desarrollo, sugiriendo que no existen alteraciones en el calibre
de los vasos sanguineos y que las alteraciones en el flujo derivados de estas no son
responsables del fenotipo descrito (Figura 8). Por otro lado, el flujo sanguineo estd
intrinsecamente relacionado con la funcién del corazén. Para evaluar alteraciones en este
parametro analizamos en primer lugar la anatomia cardiaca gruesa mediante hibridacién
in situ contra genes especificos para auricula (amhc, cadena pesada de miosina auricular)
y ventriculo (vmhe, cadena pesada de miosina ventricular). No encontramos diferencias
macroscopicas entre embriones morfantes y controles en ninguno de los marcadores
utilizados (Figura 9A a H), indicando que cs#mpla no participa en la especificacién de
estas estructuras. Finalmente, la funcion cardiaca esta estrechamente relacionada con el
ritmo cardiaco, asi analizamos el nimero de latidos cardiacos en la condicién
knockdown de Csmpla. Los embriones morfantes presentan una ligera pero significativa
disminucion en el nimero de latidos cardiacos (Figura 91). La reduccion de células
sanguineas en circulacion ha sido observada solamente en ensayos con embriones que
carecen completamente de latidos cardiacos (North y col. 2009), en nuestro caso sélo se
observa una leve disminucion de aproximadamente un latido cada 10 segundos (cercano
al 6%), lo que nos lleva a pensar que si bien puede existir una contribucion del ritmo

cardiaco en el fenotipo sanguineo observado, definitivamente este aporte no seria
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Figura 8. El vasodilatador SNAP no revierte el fenotipo knockdown de csrnpla.

Embriones morfantes fueron incubados en el vasodilatador SNAP y fue analizada su habilidad para
rescatar la reduccion de células en circulacion. El fenotipo knockdown no fue rescatado por tratamiento
con SNAP. (A) Control 100% n=107; (B) Mo csrnpla atg 36,4% n=59/162 de embriones que presentan el
fenotipo morfante; (C) El 33,71% de los embriones inyectados con Mocsrnpla atg e incubados con SNAP
(n=59/175) presentan el fenotipo morfante. Todas las vistas son laterales, anterior a la izquierda.
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Figura 9. El knockdown de csrupla no afecta al desarrollo y funcién cardiaca.

La hibridacioén in situ contra el marcador ventricular (vmhc) (A a D) y auricular (amhc) (E a H) muestra
que embriones inyectados presentan un desarrollo cardiaco macroscopico normal. A, B, E y F
magnificacién digital de C, D, G y H respectivamente. C, y D vistas ventro-lateral, anterior a la izquierda.
G y H vista dorso-lateral, anterior a la izquierda. (I) grafico que representa el niimero de latidos cardiacos
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suficiente para generar el dramatico fenotipo observado. Estos experimentos sugieren
fuertemente que csrnp/a modula la formacion de las células sanguineas en circulacion,
afectando un proceso que no involucra efectos indirectos sobre el desarrollo de los vasos

sanguineos, el desarrollo cordiaco o efectos sobre el flujo sanguineo.

Csrnpla no participa en la formaciéon de los linajes hematopoyéticos mais
tempranos.

Una vez descartados aquellos procesos por los cuales se puede producir disminucién en
la cantidad de células sanguineas circulantes de forma indirecta, nos resta entonces la
posibilidad que Csrnpla actie directamente en el proceso de hematopoyesis primitiva
del pez cebra. Analizamos entonces cuél es el momento en el que csrupla interviene en
el proceso de hematopoyesis primitiva. Para esto, examinamos la expresion del
marcador mds temprano de hematopoyesis observado en el pez cebra, 7-cell acute
lymphocytic leukemia, tall/scl, el cual es expresado en células denominadas
hemangioblastos, capaces de generar los linajes hematopoyéticos y vasculares (Liao y
col. 1998). En estadio de 8 somitos (13 hpf), aproximadamente 3 horas después de la
seleccién de los hemangioblastos, no se observan diferencias substanciales en la
expresion de tall/scl entre embriones morfantes y controles (Figura 10), sugiriendo que
los  progenitores hematopoyéticos tempranos estan correctamente especificados.
Ademds, y como vimos anteriormente, las células vasculares provenientes de estos
mismos progenitores no se encuentran alteradas (Figura 7), confirmando que csrnpla no

participa en la especificacion de los progenitores hematopoyéticos tempranos.
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Figura 10. La reduccion de Csrnpla no afecta la especificacion del mesodermo hemato-angiogénico.
Hibridacién in situ contra el marcador de hemangioblastos, tall/scl, a 8 somitos (A a D) (A, B vista
anterior; C, D vista posterior). No se observan diferencias evidentes en el patrén de expresion anterior
(flechas en A y B) o la convergencia en la region posterior (barra C y D) entre controles y morfantes. El
100% de los embriones inyectados poseen el fenotipo representado en la imagen, n=200.
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Csrnpla es esencial para el desarrollo del linaje eritropoyético.

Con el fin de establecer si Csnrpla es necesario para el desarrollo de la rama
eritropoyética de la hematopoyesis, se evalué mediante hibridacion in situ la expresion
de los marcadores especificos de este linaje, kIf4 y gatal. Estos factores de transcripcion
se expresan en la placa del mesodermo lateral posterior (PLPM), a partir de un
subconjunto de células fall positivas y participan rio abajo de este ultimo en la
especificacion del linaje eritroide. En particular, k/f# es activado por tall en el PLPM y
luego, ambos factores actiian conjuntamente activando directamente gatal en estos
territorios. A los 8 somitos, no hubo diferencias significativas en la expresion de kif4
entre embriones control y morfantes (Figura 11A y B), lo que sugiere que los
precursores eritroides se especifican correctamente en esta etapa en el proceso de
diferenciacién. Por el contrario, los embriones inyectados mostraron una fuerte
reduccion en la expresion de gatal (Figura 11C y D). Esto indica que Csrnpla actia en
el desarrollo eritroide regulando la expresion de gatal, rio abajo kIf4. Como era de
esperar, finalmente observamos que la inhibicién de gatal es acompafiada por una
disminucion en la cantidad de eritrocitos maduros, verificados por la expresion

disminuida de la hemoglobina alfa embrionaria-1, hbael (Figura 11E y F).

Csrnpla es necesario para la formacion del linaje mieloide.

Por taltimo, analizamos si Csnrpla también es necesario en la diferenciacion del linaje
mieloide. Para esto examinamos la expresion del factor de transcripcion spil el cudl se
ha reportado como uno de los factores tempranos claves para el proceso de mielopoyesis

primitiva en el pez cebra (Lieschke y col. 2002). Este factor es expresado en la placa del

any



I kif4 8 som " gatal 8 som |[ hbae1 32 hpf

H Control

Mocsrnp1a atg

Figura 11. Precursores Eritroides/Gatal-positivos se ven afectados por la disminucién de Csrnpla.

(A, C, E) Embriones control y (B, D, F) morfantes. En el estadio de 8 somitos, la expresion del marcador
eritroide klif4 no se ve afectada en embriones morfantes (A, B) (n = 137; 100% de los embriones
inyectados se ven como la imagen presentada). Sin embargo, una clara disminucién en la expresion de
gatal se detecta en los embriones knockdown de Csrpla (comparar C con D) (n = 21/77; 27,27%, de los
embriones inyectados presentan disminucion del marcador). En consecuencia, a las 32 hpf, el marcador de
diferenciacion terminal eritroide, hbael, se observa reducido en embriones morfantes (E, F) (n = 47/135;

34,81% de los embriones inyectados presentan el fenotipo).
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mesodermo lateral anterior (ALPM) a partir de un subconjunto de células tall/scl
positivas presentes en este territorio. En ensayos de hibridacion in situ contra spil
observamos que la disminucion de Csmpla altera el patrén de expresion de spil, no
disminuyendo su sefial sino que cambiando su distribucion espacial (Figura 12A a D). A
los 12 somitos, es posible observar una dispersion en el dominio de expresion spil en
embriones morfantes para csrupla, mientras que en embriones control la sefial es mas
compacta. Finalmente el efecto sobre los progenitores mieloides fue verificado
observando que el ntimero de células mieloides diferenciadas. Pudimos observar que
existe una disminucion del 63,15% en el nimero de neutréfilos entre embriones control
y morfantes (numero de embriones contados para cada condiciéon = 56), evidenciada en
embriones transgénicos que expresan GFP bajo el promotor de mieloperoxidasa
(Tg(BACmpx:GFP)"'*) (Figura 13A, B y C). Lo mismo fue evidenciado para el niimero
de macrofagos marcados con la sonda especifica /cp/ en donde la disminucion fue de
del 34,54% en el nimero de macrofagos (Figura 13D, E y F) (nimero de embriones =

61).

El knockdown de Csrnpla afecta la proliferacion celular en territorios mieloides.

Considerando el papel descrito de csrmpl/axudl en la supervivencia de progenitores
cefalicos es que decidimos investigar si las alteraciones en la expresion de gatal y spil y
la disminucién observada de todos los linajes hematopoyéticos maduros es producto de

perturbaciones en la sobrevida o en la proliferacion de estos linajes. Evaluamos,
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Figura 12. El knockdown de Csrnpla afecta al desarrolio del linaje mieloide temprano.

Embriones morfantes muestran una alteracion en la sefial de spi/ (A a D; A, B vista lateral, anterior a la
izquierda; C, D vistas anteriores). Un 84,3% (n = 86/102) de los embriones control presentan el patrén de
expresion normal de spi/ (A, C); mientras que un 40,78% (n=42/103) de los embriones inyectados

presentan el patrén de expresién normal y un 59,22% (n = 61/103) presentan el patrén spi! disgregado (B,
D).
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Figura 13. El knockdown de Csrnpla altera la expresion de spil y genera a una disminucion en la
cantidad de macré6fagos y granulocitos maduros.

Existe una clara reduccién del nimero de las células GFP positivas (neutréfilos) en embriones morfantes
de la linea transgénica Tg(BACmpx: GFP)"'"’. (A, B). La linea punteada representa el borde del embrion.
(C) Para realizar la cuantificacion se consideraron las células GFP positivas presentes dentro del recuadro
blanco (a lo largo de la cola del embrién) (A y B) en 56 embriones de cada condicién. Pudimos observar
que la disminucién de la sefial en embriones morfantes es significativa (test t de student; p0,0005). Por
otra parte la disminucién en el marcador especifico de macréfagos /cpl (flechas negras) se pone de
manifiesto por ISH en embriones morfantes (D, E). (F) Cuantificacion de las células lep! positivas a lo
largo de la cola (recuadro negro en D y E) en 61 embriones de cada condicién. Podemos observar que la
disminucién de la sefial en embriones morfantes es significativa (test t de student; pJ0,005). A,B,DyE
son vistas laterales, anterior a la izquierda.
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mediante la tincidén naranjo de acridina, la muerte celular de los embriones morfantes
csrnpla a los 8 somitos. Seleccionamos este estadio porque es en este momento donde
observamos la disminucion de la sefial en el factor de transcripcién gatal mediante [SH.
Podemos observar que morfantes de csrupla presentan un aumento generalizado de la
muerte celular con respecto a embriones control (Figura 14A y G). Previamente se ha
reportado que que la inyeccién de distintos morfolinos aumenta inespecificamente la
muerte celular promoviendo la activacion de la via de sefializacion de p53 (Robu y cols.
2007). Es por esto que decidimos co-inyectar los morfolinos contra p53 y csrapla, y
comparar el numero de células marcadas mediante la tincion de muerte, naranjo de
acridina. A los 8 somitos, la muerte descendié a niveles control en embriones co-
inyectados con el morfolino de p53 (Figura 14G). Es importante destacar que la
reduccion en la muerte celular producida por la co-inyeccién de los morfolinos contra
p33 'y esrnpla no modificéd la reduccion en las células sanguineas en circulacion o la
disminucién del tamafio de la cabeza generado por el descenso de Csrnpla (Figura 14B,
D, I, H). En este mismo escenario también analizamos la proliferacién celular mediante
técnicas de inmunohistoquimica contra Histona 3 Fosforilada, H3-P, observando
especificamente la proliferacion en los territorios progenitores de los linajes eritroides y
mieloides. No se detecté cambios significativo en la cantidad de células en proliferacion
en el dominio eritroide, circunscrito mediante ISH contra k/f4 y cuantificado contando
los nucleos en mitosis sobre la sefial posterior de este gen (Figura 15A, B, C, D e I;
100% embriones observados, n= 55 para las condiciones control y morfante
respectivamente). Sin embargo, considerando que en este estadio nos es imposible

seleccionar de entre los embriones inyectados aquellos con fenotipo morfante, puede ser
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Figura 14. Embriones knockdown de Csrnpla muestran un aumento en la muerte celular debido a
la toxicidad del morfolino, efecto no relacionado con la reduccién de células sanguineas en la
circulacion.

Se analizé la muerte celular por naranjo de acridina en embriones inyectados con morfolino control (A),
con morfolino csripla (C), con morfolino p33 (E), y co-inyectados con morfolino csruplay p33 (G). Un
claro aumento en la muerte celular se detecta en embriones morfantes para csrupla (86,67% de los
embriones inyectados, n = 58/67), que se revierte al co-inyectar los morfolinos de p33 y csrupla (16,67%
de los embriones inyectados, n = 16/96). El fenotipo de las células sanguineas se observé a las 33 hpf
mediante tincién de O-Dianosidina para todos los tratamientos (B, D, F, H). Embriones co-inyectados (H,
36,56% de los embriones inyectados, n = 34/93) presentan el fenotipo sanguineo, similar a embriones
morfantes de csrapla (F; 35,96% de los embriones inyectados, n = 32/89) (flechas rojas). Vale la pena
mencionar que la ligera reduccién del tamafio de la cabeza exhibida por embriones morfantes también se
detecto en la co-inyeccidn de los morfolinos contra csrupla y p33 (flechas negras). (Todas vistas laterales,
anterior a la izquierda).
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que una posible reduccion en la proliferacion se diluya al ser promediada con embriones
que no presentan el fenotipo, pero que en este momento no podemos identificar. Por otra
parte, cuando la proliferacion fue examinada en el dominio disperso de spi/, observamos
una disminucion significativa en el nimero de células H3-P positivas en el ALPM
(Figura 15E, F, G, H y J; cuantificacion realizada en el 59,22% de los embriones que
presentan el fenotipo disperso spi/, n=58 para condicién control y morfante). Estos
resultados indican que Csrnpla participa en el proceso de mielopoyesis modulando el

patron de proliferacion de las células spil positivas.
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Figura 15. El knockdown de Csrnpla disminuye la proliferacién celular en territorios mieloides y no
eritroides.

(A y B) Expresion de kif4 revelada mediante ISH en embriones control (A) y morfantes (B) a los 8
somitos. (C y D) Inmunohistoquimica realizada sobre la marca de klf4 en embriones control (C) y
morfantes (D). (E y F) Expresion de spil revelada mediante ISH en embriones control (E) y morfantes (F)
a los 12 somitos. (G y H) Inmunohistoquimica realizada sobre la marca de spil en embriones control (G) y
morfantes (H). (A, B, C y D: vistas posteriores; E, F, G y H: vistas anteriores). (I) No existe diferencia
significativa en la cantidad de nticleos marcados con H3-P en el drea de expresion de klf4 a 8 somitos
(namero de embriones contados = 55 en cada condicién; test t de student p[10,05), mientas que los
cambios en la expresién de spi/ (J) estdn acompafiados por una disminucién significativa de la
proliferacién (evidenciado como el nimero de H3P dentro del drea de expresién de spif). (Numero de
embriones contabilizados = 58 para cada condicién; test t de student; p 0 0,05).
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DISCUSION

Analisis de microarreglos han sido utilizados ampliamente para descubrir genes con
posibles funciones en multiples condiciones celulares. En este tipo de estudios se ha
identificado, en humanos, el gen axudl/csrnpl como un elemento diferencialmente
expresado en una variedad de condiciones, incluyendo la disminucion de su expresion en
varios tipos de cancer y su sobreexpresion mediante la induccién por sobreexpresion de
AXINAI. Este ultimo efecto independiente de otros componentes de la via Wnt
canonica (Ishiguro y col. 2001).

A pesar de que las proteinas CSRNP (cistein serin rich nuclear proteins) han sido
detectadas en varios estudios de microarreglos, poniendo de manifiesto su relacion con
el cancer (Obama y col. 2005; Nakamura y col. 2004; Nishidate y col. 2004), estrés
celular (Chen y col. 2004; Thomas y col. 2006; Yi y col. 2006), y ademas se han hecho
knockout de los tres pardlogos de estos genes presentes en raton, alin es necesario datos
adicionales de diferentes modelos para complementar, integrar y, finalmente, determinar

el papel especifico de esta familia de proteinas en el desarrollo.

Patrén de expresion de csrnpla durante el desarrollo temprano del pez.
El patron de expresion de csrnpla es altamente dindmico, mostrando una distribucién
inicial ubicua, que luego se localiza en territorios ventrales del embrién, y con una sefial

que se expande y retrae a lo largo de la masa celular intermedia (ICM). Cuando se
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compara esta expresion con la de su pardlogo, descrita previamente por Feijoo y cols.
(Feijoo y col. 2009), podemos ver que csrnpla 'y esrnpl/axudl, no se expresan de forma
idéntica. Sin embargo, ambos comparten dominios de expresién en las regiones
anteriores del tubo neural, lo que sugiere que mecanismos similares, tal vez la
sefializacién de la via Shh, a similitud al caso de csrupl, operan en este territorio para
regular la expresion de csrmpla. Ademas de esta expresion anterior, csrmpla es
expresado en la masa celular intermedia, el cual es un territorio reconocido como sitio de
proliferacién y diferenciacion de células primitivas hematopoyéticas (revisado por
Davison y Zon 2004). Es importante destacar la expresion dinamica entre 24 y 48 horas
en el ICM, donde se detectd una expansion secuencial y una posterior retraccion de la
sefial de csrnpla. El pez cebra, al igual que todos los vertebrados, tiene dos oleadas de
hematopoyesis: primitiva y definitiva. La ola definitiva genera las células capaces de
diferenciarse a todos los linajes sanguineos presentes en el adulto. Se ha demostrado que
las células madre hematopoyéticas (hemaiopoietic stem cells, HSC) se originan en el pez
cebra durante la ola definitiva, entre las 26 y 36 hpf a partir de células provenientes de la
aorta dorsal (Bertrand y col. 2008). Ademas, se conoce que para producir correctamente
estos linajes es requerida la actividad de factores de transcripcién como runx/ y cmyb,
que se expresan en estos territorios. Interesantemente, estos factores son regulados
mediante las vias de sefializacion Hedgehog (Gering y col. 2005) y Notch (Bertrand vy
col. 2010). La expresion similar, tanto temporal como espacial de runx], cmyb y csrnpla
nos permiten especular que quiza csrupla podria actuar al comienzo de la formacién de
HSC durante la hematopoyesis definitiva. Por otra parte, considerando que la reduccion

de las células sanguineas es observada entre 24 y 36 hpf, o sea en células que derivan
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especificamente del proceso de hematopoyesis primitiva, ademés de la ausencia de
herramientas adecuadas para el estudio de la ola definitiva, es que hemos centrado
nuestro trabajo en el papel de csrnpla sobre el desarrollo de los precursores
hematopoyéticos primitivos. Por ultimo, los dominios de expresién descritos para ambos
pardlogos apoyan la idea de que la familia CSRNP podria tener un papel elemental y
comun en la biologia de las células progenitoras en el sistema nervioso, asi como de los
precursores hematopoyéticos. Esta propuesta se ve sustentada por nuestro andlisis
funcional. Ademas estas observaciones sugieren que este tipo de progenitores (neural y
hematopoyético) comparten un programa genético esencial que estaria siendo regulado

por las proteinas CSRNP.

Funcién de Csrnpla durante el desarrollo temprano del pez cebra.

El andlisis funcional de csrup/a mediante la inyeccién de oligonucledtidos morfolinos
mostro que a las 30 horas post fertilizacién el fenotipo manifiesto es esencialmente una
ligera reduccién en el tamafio de la cabeza y una disminucién severa en las células
sanguineas circulantes. Esta tiltima observacion es consistente con la expresion del gen
en la ICM. Mediante ensayos de RT-PCR pudimos observar que el mensajero de
csrnpla no se encuentra a las 24 hpf en embriones morfantes, pero desde las 30hpf
comienza a reacumularse, indicando que el morfolino deja de ser efectivo en estos
estadios. Esto puede ocurrir por que el morfolino, el cual es inyectado en el estadio de 1
célula y por tanto se diluye con cada evento de divisién celular, ya se encuentra
demasiado diluido como para inhibir consistentemente el procesamiento del mensajero

csrnpla. Por otra parte y consistentemente, el fenotipo de disminucion de células
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sanguineas se ve recuperado a tiempos posteriores, Esta situacion puede ser explicada de
dos formas: 1. La falta de mensajero de csrupla puede generar un arresto de las células
hematopoyéticas en algiin estadio temprano de su desarrollo y cuando el mensajero se
reacumula las células salen de este arresto y contintian con su desarrollo, saliendo de
manera tardia a la circulacién. 2. Porque las células con la disminucién de csrmpla
mueren en estadios posteriores a los 8 somitos, pero cuando el morfolino deja de actuar,
c¢lulas remanentes contintlan dividiéndose restableciendo el pool de células que
normalmente estdn en circulacién. Por ultimo, se evidencié un aumento generalizado en
la muerte celular en embriones morfantes para csrnpla, no obstante esto fue considerado
en cierta medida no especifico, puesto que al co-inyectar el morfolino esrapla junto con
el morfolino de p33 se produjo una reduccion considerable de la muerte celular. Es
importante destacar que, al observar estos embriones a las 32 hpf para analizar la
reduccion en las células sanguineas en circulacién, la proporcién de embriones que
mostraron ¢l fenotipo de células sanguineas en circulacién fue la misma ain cuando la
muerte mediada por p53 estaba bloqueada. Esto indica que la muerte celular es
inespecifica, probablemente consecuencia de la toxicidad intrinseca del morfolino y este
fendmeno no tiene impacto sobre los fenotipos descritos. En concordancia con esto, el
fenotipo cefalico provocado en la condicion knockdown de Csrnpla, tampoco depende
de la activacion inespecifica de p53.

En este estudio, se demostr6 que la disminucién de Csmpla genera una perturbacion del
desarrollo de los linajes sanguineos primitivos, tanto de los linajes eritroides como
mieloides. De esta forma, la reduccién de Csrnpla afecta la expresion de genes

hematopoy¢ticos esenciales, incluyendo una disminucién de la expresion en el factor de



transcripcion garal, sin perturbacion transcripcional de genes rio arriba de la via
eritropoyética como kif4 o tall. Por otra parte, la reduccion de Csrnpla modifica la
distribucion de la expresion del factor spil en la cascada de la mielopoyesis, sin
observarse tampoco alteraciones en la expresion de fall en este territorio. Finalmente,
fue posible observar una reduccion de la proliferacion en el territorio spil, que
probablemente explique la disminucién de células mielopoyéticas adultas. Mientras que
en el territorio eritroide no pudimos observar esta disminucion, sin embargo en los
estadios analizados nos es imposible seleccionar los embriones morfantes mediante ISH
contra klf4 por lo que una posible disminucién en la proliferacion celular queda
enmascarada, de manera que nuestros datos nos impiden excluir la posibilidad de una

reduccion en la proliferacion celular en el territorio eritroide.

Funcion eritropoyética de Csrnpla.

En pez cebra, los primeros progenitores sanguineos son especificados en el mesodermo
durante la gastrulacién. Es ampliamente aceptado que la via de sefializacion TGF-f,
activada por proteinas de la familia BMP, regulan este proceso. BMP4 inicialmente
induce el mesodermo ventral-posterior y posteriormente dirige una subpoblacion de
estas células hacia linajes sanguineos mediante la activacion de Wnt3a y aumentando la
expresion de genes como cdx y hox (Lengerke y col. 2008). En conjunto, estas
interacciones activan la expresion del primer factor de transcripcion identificable
hematopoyético, tall/scl, que es fundamental para la especificacion de los precursores

hematopoyéticos.



tall/scl se expresa en células denominadas hemangioblastos, estas son células
indiferenciadas capaces de producir tanto linajes sanguineos como vasculares (Liao y
col. 1998). Este factor de transcripcion forma complejos con otros factores esenciales en
la hematopoyesis como son LMO2, GATA?2 e incluso con GATAI, y de esta manera
controla la expresién de una variedad de genes hematopoyéticos (Lecuyer y col. 2004).
Rio abajo de estos complejos se encuentran los factores de discriminacion gatal y spil,
esenciales para el desarrollo de los linajes eritroides y mieloides respectivamente. El
factor de transcripcion Kriippel-/ike, kif4, es otro factor importante que promueve la
activacion transcripcional de gafal por union directa a su promotor (Kawahara y col.
2001). Nuestras observaciones indican que a los 8 somitos, embriones morfantes para
csrapla poseen expresion de klf4 normal, lo que sugiere que la inhibicion de gatal
observada no es causada por deficiencias en la funcion este factor de transcripcion. Por
otra parte, los defectos diferenciales producidos sobre la expresion de gatal y spil en
embriones morfantes entre 8 y 12 somitos, fuertemente sugieren que en este momento
del desarrollo Csrnpla podria ser parte del complejo SCL implicado en la diferenciacion
eritroide, particularmente en la activacion transcripcional de gatal.

Previamente se ha observado que la expresion de gatal es dependiente del factor de
elongacién de la transcripcion DSIF. Andlisis del mutante spr5/Foggy, componente del
complejo DSIF, reveld que este factor es necesario para la transcripcion de gatal
(Taneda v col. 2011). Se ha especulado que DSIF podria reclutar a P-TEFb (positive
transcription elongation factor-b) para conferir especificidad funcional al complejo
SCL. Por otra parte, P-TEFb también interactia con los factores de transcripcion

hematopoyéticos Tifl-y, LDB1 v GATAI, conocidos componentes del complejo SCL
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(Taneda y col. 2011). La observacion de que axud! de Drosdfila interactia en un ensayo
de doble hibrido (Giot y col. 2003) y genéticamente con Spt5 (Glavic y col. resultados
no publicados) refuerza la idea de que Csrnpla podria ser parte del complejo SCL
implicado en la diferenciacion eritroide y la expresion de garal. Por ultimo, GATALT se
una a varios promotores eritroides y mieloides, activando y reprimiendo la transcripcion
respectivamente, y a través de esta funcién bimodal impulsa la diferenciacién celular

hacia el linaje eritroide.

Funcion mielopoyética de Csrnpla.

El factor de transcripcién Spil es clave en el compromiso de las células con el linaje
micloide. Nuestros resultados muestran que la disminucién de Csrnpla produce una
distorsién en su patrén de expresion, que no parece ser debido unicamente a la
inhibicién de su transcripcion. En la placa del mesodermo lateral anterior (ALPM), el
complejo de SCL regula la expresion del factor de transcripcién mieloide especifico
spil; aqui la especificacion de células spil positivas esta sujeta a la via de sefializacion
BMP. Cuando la sefializacion de BMP es reprimida por la expresion de un receptor
dominante negativo de BMP, las células spil positivas no son detectables, a pesar de la
existencia de hemangioblastos (Hogan y col. 2006). Otro factor conocido, que actua rio
arriba de spil, es el 4cido retinoico. Los embriones expuestos a este compuesto muestran
una disminucién de expresion de fall, Imo, gata? y eprs Unicamente en los
hemangioblastos anteriores, lo que consecuentemente modifica la expresion de spil
(Liang y col. 2012). Finalmente, y de forma anéloga a las decisiones del linaje eritroide,

estos factores se unen a promotores que impulsan la diferenciacion de las células del



ALPM a neutréfilos y macréfagos e inducen la expresion de marcadores como mpx o Icp
(Rhodes y col. 2005).

El modelo actual que da cuenta de las decisiones entre los linajes mieloides y eritroides
implica una regulacién negativa cruzada entre spil y gatal (Rhodes y col. 2005). Datos
recientes han afiadido un elemento adicional a esta regulacién, el factor de transcripeién
tifl-y (transcription intermediate factor-1y). Se ha observado que segun el contexto este
factor puede reprimir o activar la expresion spil y gatal. En las primeras etapas del
desarrollo de embriones morfantes para fifl-y se observa una disminucién en la
expresion de ambos genes (Monteiro y col. 2011).

Nuestros resultados indican que Csmpla regula en diferentes etapas y de forma
independiente el desarrollo de los linajes eritroides y mieloides, sin afectar el progenitor
comun evidenciado por la expresién de fall. Una posible explicacién para este
fendmeno considera los siguientes antecedentes: en el tiempo de desarrollo analizado 1a
falta de funcién de #if1-y es capaz de disminuir ambos factores: gatal y spil y Csmpla
podria interactuar con SPTS, miembro del complejo DSIF (Giot y col. 2003; Glavic
resultados no publicados). Por otra parte, para ejercer su funcién, DSIF es capaz de
interactuar con factores de elongacién positivos (P-TEFb) y negativos (NELF) de la
transcripeion. Es sabido que P-TEFb es capaz de unirse a TIF1-y y al complejo SCL
para regular el desarrollo eritroide (Bai y col. 2010). Entonces, si bien DSIF no ha sido
implicado en el desarrollo mieloide temprano, el conjunto de datos anteriores nos
permiten especular que el control que ejerce Csrnpla, y posiblemente TIF1-y, sobre spil

surgen de su interaccién con el complejo SCL, el cual opera en territorios discretos yen
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etapas particulares de la hematopoyesis, reclutando factores como P-TEFb o NELF, y
que a su vez estos actuan regulando genes a través del complejo de elongacion DSIF.

Como se mencioné antes, la falta de funcion de Csmpla no afecta la expresién de
tall/scl, y en consecuencia no observamos alteraciones en los marcadores endoteliales o
en la morfologia de los vasos. Ademas, observamos que disminuyendo Csrnpla no se
perturba el desarrollo del corazén como lo demuestran las sondas especificas de tejido
de auricula y ventriculo, sin embargo nos encontramos con una ligera reduccion de
alrededor del 6% en los latidos del corazon en los embriones morfantes. Consideramos
que esta reduccion es demasiado pequefia para dar cuenta de la significativa disminucion
en las células sanguineas circulantes observada. Esto esta apoyado por el hecho de que
un conocido vasodilatador, SNAP (un compuesto dador de NO), fue incapaz de rescatar
el fenotipo morfante. Y por otra parte, el flujo sanguineo (numero de células en
circulacion que se mueve a través del campo visual en un periodo de tiempo) es casi
nulo en embriones morfantes, en contraste con la velocidad de circulacién de dicha
célula, la que al menos no disminuye de la manera que lo hace el flujo de células
sanguineas. Esto indica que el fenotipo no se basa en la reduccion de la velocidad del
flujo, sino mds bien en la cantidad de células en la circulacién. En conjunto todos estos
datos sugieren que Csrnpla no tiene influencia sobre el flujo sanguineo, y por tanto la
clara reduccién de las células sanguineas circulantes probablemente sea una funcion

especifica de csrnpla en la hematopoyesis primitiva.
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CONCLUSIONES

La disminucién de Csrnpla afecta el nimero de células sanguineas en
circulacion.

La disminuciéon de la funcién de Csrnpla no afecta el patterning del
mesodermo, la formacién de vasos sanguineos o el desarrollo cardiaco.
Csrnpla no participa en el establecimiento de los progenitores
hematopoyéticos mas tempranos.

Csrnpla es necesario para el desarrollo del linaje eritroide, rio abajo de
tall/scly kif4, regulando particularmente la expresion de gatal.

Csrnpla es necesario para el desarrollo del linaje mieloide modulando la
expresién del factor de transcripcion spil y la proliferacion en éstos
territorios.

La inyeccion del morfolino contra csrnpla genera muerte celular
inespecifica la cudl es revertida por la coinjeccion con el morfolino de p53,

sin embargo el fenotipo de falta de sangre y cefilico no cambian.
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PROYECCIONES

En este trabajo se describen nuevos datos sobre la familia de proteinas CSRNP en el
desarrollo de vertebrados, especificamente investigando el gen csrupla presente en pez
cebra. Hemos establecido un nuevo rol para esta familia de potenciales factores de
transcripcion, particularmente identificando el rol de csrmpla en la hematopoyesis
primitiva. A pesar de lo anterior, aun son necesarios mas estudios para definir con
precision el papel de csrupla en el desarrollo del pez cebra y la hematopoyesis, y su
participacion en la red transcripcional que lo controla. Especial atencién requiere la
relacion de Csrnpla con SPTS y la formacién y actividad de los complejos SCL
selectivos durante la diferenciacién eritroide y mieloide. Este ser4 sin duda el enfoque de

nuevas investigaciones.
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