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RESUMEN

Todos los organismos vivos requieren cobre para su crecimiento y normal desarrollo.
Por su alto potencial redox, el cobre es un cofactor esencial para una gran variedad de
protefnas metabdlicas. Debido al escaso conocimiento que se tiene del rol del ion cobre
en el desarrollo embrionario de vertebrados, en la presente tesis fueron analizados
efectos morfolégicos, fisioldgicos y moleculares generados por cobre en embriones de
pez cebra expuestos al metal. Se determin6 que los embriones de pez cebra son
sensibles a concentraciones desde 2 uM de sulfato de cobre presentando problemas de
movilidad, edemas pericardicos y defectos en reacciones frente a estimulos. A nivel
molecular, se clond el gen que codifica para el transportador de alta afinidad Ctr1
(Copper transporter 1) de pez cebra, el cual posee 655 bp, presentando 87 % de
similitud y 69 % de identidad con el gen que codifica para el transportador descrito en
rata (rctr1) y 70 % de identidad con el de humano (hctr?). También se analizé la
expresion espacio-temporal de ctr? durante la embriogénesis. Resultados del RT-PCR
muestran una expresion continua del gen desde 0 horas post fertilizacion {0 hpf) (RNA
materno) hasta el pez adulto. También se determiné la expresion del gen cirl en
diferentes 6rganos de pez adulto como agallas, cabeza, ovario e intestino, siendo éste
dltimo el que presentaba mayor expresion. Para el analisis espacial se realizd
hibridacion in situ a diferentes estadios del desarrollo, utilizando una sonda del gen
previamente clonado. Con el fin de comenzar estudios funcionales del gen fue
perturbado el normal funcionamiento del gen ctr? utilizando oligonucledtidos antisentido
(morfolinos). Los embriones inyectados presentaron retraso en el desarrollo, reduccion
del tamafio de cabeza y ojos, necrosis mayoritariamente en la cabeza, y defectos de

motilidad.




ABSTRACT

Living organisms require copper for their growth and development. Due to its high redox
potential, copper is an essential cofactor for a variety of metabolic proteins while several
human diseases are attributed to defects in copper metabolism.

Because little is known about the role of copper in early embryonic development in
vertebrates, the morphological, physiological and molecular effects of copper ion
exposure on the development of zebrafish embryos have been analyzed in this thesis.
Zebrafish embryos are sensitive to concentrations as low as 2 uM copper ion and the
observed effects are retardation in growth, deficiency in motility and in position,
pericardic edemas, and failure of the swim bladder to inflate. Cell death was analyzed by
staining the embryos exposed to different concentrations of copper with acridine orange.
At a molecular level, the zebrafish high-affinity Copper Transporter gene ctr! was
cloned: a 655 bp fragment was obtained that presented 69 % identity with rat ctr? (rcir?)
and 70 % identity with human cfr?, hctri. Spatial and temporal expression of the gene
was analyzed during embryogenesis. RT-PCR shows continuous expression of the
gene beginning at 0 hours post fertilization (hpf) (maternal RNA), 50% epiboly, 12 hpf,
24 hpf, 48 hpf, 5 days post fertilization (dpf} and aduit zebrafish. Expression of ¢ir? in
different organs such as gills, head, ovary and gut was detected, being this last organ
the one that presents highest expression. For the analysis of spatial expression in sifu
hybridization was performed at different stages of development. The expression of ctr1
was detected starting at 5 hpf embryos and was found at all stages examined (15, 24, 48
hpf and 4 dpf.). We interfered with cir? gene function using antisense morpholino
ofigonucleotides. Injected embryos present developmental delay, reduction in the size of

head and eyes, necrosis (specifically in the head), and motility dysfunction.
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1. INTRODUCCION

Los iones metélicos son elementos vitales para el normal desarrollo de toda célula
viva debido a que participan como cofactores en un sinniimero de reacciones
biolégicas esenciales para el normal funcionamiento de todos los organismos.
Debido a esto, es fundamental que la distribucién celular de los iones metélicos sea
correcta y precisa, ya que errores en las concentraciones intracelulares pueden causar
dafio a corto plazo sobre elementos metabdlicos vitales, o bien generar dafios
irreparables que pueden derivar en muerte celular.

En los organismos vivos, la homeostasis de los iones metélicos es finamente regulada
por diferentes procesos de incorporacién, almacenamiento y secrecion, y para esto
existe una serie de transportadores en cada compartimiento celular que mantienen un
delicado balance en las actividades de transporte a través de las membranas. Una
baja actividad en los transportadores de cualquier ion metdlico puede generar
desregulacion en el crecimiento celular o un crecimiento celular limitado, pero a la
vez, un exceso en sus funciones puede ser altamente toxico para la célula. Estudios
en transportadores de metales indican una accién coordinada de los sistemas de
absorcién y secrecion para lograr una correcta homeostasis en los tejidos (Pefia y col,
1999). En algunos de los organelos celulares y en la membrana plasmadtica existen
transportadores de alta y, baja afinidad los cuales funcionan en coordinacién para
mantener el balance correcto de las concentraciones de los iones metdlicos
(Heideger, 1997, Eide, 1998; Radinsky and Kaplan, 1999). Por ejemplo, €l sistema

vacuolar de las células eucarifticas juega un rol esencial en la homeostasis de los




iones metales no sélo porque permite el almacenamiento de éstos, sino también
porque provee de la cantidad necesaria de transportadores en las diferentes
membranas celulares a través de la via de secrecién. Por otra parte, los organelos que
evolucionaron de la endosimbiosis bacteriana (mitocondrias, cloroplastos y
peroxisomas) sirven como reservorios vitales de iones y contribuyen al sistema
global de regulacién homeostatica utilizando sus propios sistemas de
almacenamiento y transporte (Nelson, 1992; Supek y col., 1997).

Los diferentes iones metdlicos pueden agruparse en iones redox activos como Fe*,
Cu*, Co™, Mn", y iones redox no activos como Ca™ y Zn*". El calcio y el zinc
estin destinados a cumplir funciones relacionadas con el metabolismo de DNA ya
que la presencia de metales redox activos en lugares como, por ejemplo, el niicleo
celular, podrian generar reacciones que terminarfan dafiando los 4cidos nucleicos.
Generalmente los iones redox activos cumplen importantes funciones como
cofactores de enzimas que participan en reacciones redox y en la conversién de
componentes activos que contienen oxigeno.

El ion cobre es un micronutriente esencial para la vida. Debido a que el cobre gana y
cede electrones facilmente, posee propiedades redox dnicas que le permiten actuar
como cofactor enzimdtico en una gran variedad de reacciones bioldgicas. Sin
embargo, esta misma propiedad lo hace potencialmente téxico en condiciones poco
controladas. El cobre participa como cofactor enzimdtico en reacciones tales como
la erradicacion de radicales libres (superoxido dismutasa), respiracion y fotosintesis
(citocromo oxidasa), formacién de tejido conectivo (lisil oxidasa), desarrollo
neurolégico (dopamina p-hidroxilasa), produccion de melanina (tirosinasa),

coagulacion de la sangre (factor V y VIII), y homeostasis de hierro (ceruloplasmina),




entre otras (Tabla.1). El cobre también participa en reacciones no enzimiticas poco

estudiadas hasta ahora en procesos como la angiogénesis, la mielinizacién neural, y

la accion de endorfinas. Debido a que las proteinas que requieren cobre participan en

una gran variedad de procesos bioldgicos, la deficiencia en estas enzimas o

alteraciones en sus actividades generarian condiciones de extremo riesgo para

cualquier organismo vivo.

Tabla 1

deficiencia (Pefia y col, 1999).

Proteinas de unién a cobre, Funcién bioldgica y consecuencias de su

Nombre de Ia enzima

Funcion biologica

Consecuencias de deficiencia o defecto

Cu/Zn SOD

Erradicacidn de radicales
libres

Dafio oxidativo de componentes celulares

Citocromo C oxidasa

Transporte de electrones
en la mitocondria

Deficiencia de ATP: miopatia, ataxia

Lisil oxidasa

Entrecruzamiento de
coldgeno y elastina

Sintomas de tejido conectivo: Ruptura vascular,
torsion

Dopamina Produccidn d e | Desbalance hipotaldmico: hipotermia, hipotension,
B-hidroxilasa catecolaminas deshidratacion, somnolencia
Tirosinasa Produccién de melanina | Despigmentacién
Peptidilglicina Bioactivacion de | Mal funcionamiento hormonal
monooxigenasa hormonas peptidicas
Ceruloplasmina Ferroxidasa, transporte|Anemia
de Cu
Factor d e | Coagulacidn sanguinea | Sangramiento desrregulado
coagulaciénV y VIII
Angiogenina Formacién de la|Deficiencia en el desarrollo de la vasculatura
vasculatura
Metalotioneina Secuestro de cobre Toxicidad por cobre

Proteina de prion

Reduccién de Cu**

Alteracién del ritmo circadiano, variadas

enfermedades

Proteina precursora de
B-amiloide

Reduccién de Cu®*

Enfermedad de Alzheimer familiar

Hepaestina

Salida de hierro del
intestino

Anemia ligada al sexo




Para lograr una correcta homeostasis de cobre es fundamental mantener una perfecta
relacién entre la absorcién del metal y la distribucién de éste hacia las células de
manera que se encuentre disponible en concentraciones adecuadas para realizar los
procesos bioquimicos esenciales, previniendo siempre la acumulacién a niveles
toxicos, o bien por el contrario, el déficit del metal disponible. Para esto existe una
amplia red de mecanismos moleculares que permiten a la célula mantener el control
de este proceso. Las primeras nociones que se tuvieron en la identificacion de
componentes celulares que presentaban roles esenciales en la homeostasis de cobre,
fueron derivados de estudios en sistemas modelos como son las bacterias y las
levaduras. A pesar de que los mecanismos no son completamente conservados entre
especies, una observacién sorprendente es que las protefnas relacionadas con el
transporte del ion cobre comparten lo que puede ser considerado como dominios
funcionales modulares. La identificacion de proteinas transportadoras de cobre en
sistemas modelos ha Ilevado a descubrir sus homdélogos en mamiferos, o bien ha
permitido dilucidar el funcionamiento de éstas protefnas en el proceso de transporte
de cobre. Estudios en organismos procariontes han entregado informacién
fundamental acerca del transporte vectorial del ion cobre, y han abierto el campo de
trabajo para la identificacién y entendimiento de los homdélogos funcionales en
células eucariontes.

En organismos eucariontes, el transporte y la distribucién intracelular del ion cobre
ha sido ampliamente estudiado en la levadura de la cerveza, Saccharomyces
cerevisiae, debido a que se conoce la totalidad de su genoma, y debido también a la
facilidad con la que se pueden aislar y estudiar mutantes que presenten problemas en

el transporte de cobre. La Figura 1 resume el modelo de absorcién de cobre en




Figura 1 Esquema del transporte y distribucion de cobre en
Saccharomyces cerevisiae. El cobre es reducido de Cu (II) a Cu (I) por las
reductasas de membrana Frel/Fre2 antes de ser internalizado a la célula. La
absorcién de alta afinidad es llevada a cabo por las proteinas Ctrl y Ctr3. Una vez
dentro de la célula, el cobre es unido a las chaperonas citosélicas Atx1, Cox17 y
CCS, las cuales lo entregan a la via secretoria, a la mitocondria y a la Zn, Cu
superoxido dismutasa, respectivamente. La proteina de la via secretoria Ccc2 acepta
cobre de Atxl y la incorpora a la ferroxidasa multicobre Fet3, la cual forma un
complejo con la permeasa de hierro Ftrl, siendo este complejo el responsable de la
absorcién de alta afinidad de hierro en la membrana plasmatica. En la mitocondria
los iones cobre entregados por Cox 17 son incorporados a este organelo a través de la
protefna de membrana Sco2, y luego integrado a la citocromo ¢ oxidasa.



levadura, su distribucién y destoxificacién. A excepcién de los factores de
transcripcién metaloreguladores Acel y Macl (Koch y col., 1997, Winge 1998),
todos los genes relacionados con la homeostasis de cobre que han sido identificados
en levaduras presentan sus homélogos en humano, validando asi la importancia de
las levaduras como organismo modelo para el entendimiento del metabolismo de
cobre y la posible conservacion de los mecanismos homeostéticos en eucariontes. Si
bien no se han determinado todos los mecanismos de absorcién de cobre en
levaduras, estudios genéticos han comenzado a entregar importante informacion
acerca de proteinas relacionadas en este proceso. Ya sea antes o durante la absorcién
de cobre, el Cu (II) es reducido a Cu (I) por una o més reductasas de membrana Fe
(IIT)/Cu (II) codificadas por los genes FRE1 al FRE7. (Georgatsou y col., 1997,
Hassett and Kosman 1995) (Fig.1). Cuatro de estos siete genes FRE (FRE2-6) son
regulados transcripcionalmente por hierro a través del factor de transcripcién Aft1 el
cual responde a Fe, mientras que los otros dos (FREl y FRE7) son
transcripcionalmente regulados por cobre a través del factor de transcripcién Macl
(Martins y col., 1998). Consistente con el rol en la reduccién de Cu (II) y Fe (III) y
con su requerimiento para la absorcién de ambos metales, el gen FREI es regulado
por ambos factores de transcripcién, Macl y Aftl, en respuesta a cobre y a hierro,
respectivamente.

Ya sea posteriormente o durante la reduccién, ¢l Cu (I) es entregado a los
transportadores de cobre de alta afinidad asociados a la membrana, codificados por
los genes CTR1 y CTR3 (Dancis y col., 1994a, Knight y col.,1996), los cuales
ingresan el ion intracelularmente. No estd claro si la transferencia del ion Cu ()

ocuire a través de un acoplamiento directo entre las metaloreductasas codificadas por




los genes FRE y los transportadores Ctrl y Ctr3 en la membrana plasmadtica, seguido
por la entrega del ion al citosol, o bien que existan moléculas intermediarias que
sirvan como transportadoras del ion reducido. La absorcion de cobre por los
transportadores Ctrl y Ctr3 es especifica y es saturable presentando un Km de

1-4 x 10° M, determinado por estudios realizados con *Cu en células de levadura
(Lin y Kosman, 1990). Las primeras descripciones del transportador de membrana
Ctrl se realizaron en estudios de mutantes de levadura deficientes en el transporte de
hierro, lo cual tiene relacién con el nexo que existe entre ambos metales (ver resefia
Figura 1). Una alteracién cromosomal del gen CTR1 de Saccharomyces cerevisiae
genera variados fenotipos asociados con la pérdida de absorcién de cobre como son
por ejemplo, disminucién del crecimiento en medio pobre en cobre, deficiencia en la
cadena respiratoria (debido a la incapacidad de entregar cobre a la citoctromo C
oxidasa), sensibilidad al estrés oxidativo (debido al déficit de cobre en la superoxido
dismutasa), incapacidad de transportar hierro (debido a la inhabilidad de proveer de
cobre a la ferroxidasa multicobre Fet3 requerida para la absorcién de alta afinidad de
hierro), entre otras. La protefna Ctrl de levadura posee 406 aminodcidos con tres
dominios transmembrana, presentando en el dominio N-terminal extracelular
variados motivos MXM y MXXM (siendo M metioninas y X cualquier aminodcido).
El dominio carboxilo terminal contiene repetidas cisteinas, fenilalaninas y tirosinas,
los cuales son potenciales ligandos de metales. Recientemente, fue descrita la
importancia de motivos de metioninas conservadas presentes en el dominio N-
terminal de la proteina de levadura, proponiendo que juegan un rol importante en la
absorcion celular de cobre en situaciones limitantes del metal. Un hecho interesante

es que a niveles de cobre en el medio que superen la Km de Ctrl, se desencadena




rdpidamente degradacién especifica del transportador en la membrana plasmética
(Ooi y col., 1996). Estudios con lineas mutantes de levaduras que presentan defectos
en las vias endociticas y en degradacion vacuolar, sugieren que éste proceso no
requiere de la internalizacién de Ctrl o de su entrega a las vacuolas, donde ocurre
normalmente la degradacion proteolitica, si no més bien se habla de una proteasa de
membrana, la cual Ileva a cabo la degradacién de Ctrl en la misma membrana
plasmadtica. Se ha reportado que a altas concentraciones de cobre extracelular (10
uM), Ctrl sufre endocitosis estimulada por cobre, lo que podria jugar un importante
rol en la absorcion del metal, o bien, en la. reduccién de la cantidad de Ctrl en la

membrana plasmédtica bajo concentraciones potencialmente téxicas del ion.

Absorcion de cobre en mamiferos.

La complejidad en la absorcién de cobre de los sistemas mamiferos sc basa en la
necesidad de absorber el metal desde la dieta y distribuirlo a través de los diferentes
tejidos del cuerpo. La Figura 2 describe de manera resumida el conocimiento que se
tiene del proceso de absorcion de cobre y de su distribuciér; en humanos a nivel
celular. Se estima que en humanos el requerimiento diario de cobre por persona
adulta es de 0.6-1.6 mg (Contribucién en Chile de cobre en el agua por persona/dia:
1-2.5 mg/l), (Pefia y col, 1999, Lagos G y col, 2002).

En organismos superiores, el cobre de la dieta es absorbido a través de células de la
mucosa del estomago e intestino delgado (Crampton y col. 1965, Van Campen
1965). Los detalles de este proceso no han sido completamente dilucidados, pero se

ha propuesto que el cobre difunde a través de la capa de mucosa que cubre la pared

intestinal (Linder y col. 1991), Sin embargo, teniendo presente 1o refinado del




MNE

Figura 2 Metabolismo de cobre en humanos. Modelo de absorcion y
distribucién de cobre en humanos a nivel celular. La obtencion de cobre por los
tejidos es mediada por hCtr1. Una vez internalizado a la célula, el cobre es tomado
por las chaperonas citoplasmaticas (CCS, hCOX17, HAH1) las cuales lo distribuyen
a las SOD, a la mitocondria y a las vias de secrecion, respectivamente, donde es

incorporado a las proteinas que lo requieran.
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proceso de internalizacién de cobre en levaduras, es poco probable que solo Ia
difusion cumpla con el proceso completo. En 1997, se identificé una secuencia
humana de DNA (cDNA) homéloga al transportador de alta afinidad CTR1 de
levaduras, denotado hCTR (Zhou y col, 1997). Este gen se obtuvo a partir de
complementacién funcional de levaduras defectuosas en la respiracién que
presentaban deficiencia en el transporte de cobre ya que tenfan inactivados genes de
los transportadores Ctrl y Ctr3. hCtrl es una proteina de 190 aminodcidos la cual
presenta una alta homologia con Ctrl y Citr3 de levadura, lo cual sugiere que los
transportadores Ctr de mamiferos pueden haber evolucionado de cualquiera de los
dos, Ctrl o Ctr3. Andlisis de RNA blotting han demostrado expresién de hCTR1 en
todos los organos y tejidos examinados, presentando alta expresién en higado,
corazén y pancreas, expresion intermedia en intestino y baja en miisculo y cerebro.

El escaso conocimiento que se tiene acerca del funcionamiento preciso de la
homeostasis de cobre en vertebrados induce a buscar nuevos modelos de estudio que
faciliten el avance en esta drea de conocimiento. Por largo tiempo los peces han sido
utilizados como organismos experimentales para el estudio de elementos quimicos en
agua, lo que los hace interesantes modelos para el estudio de la homeostasis de
metales. Para el proceso de absorcién de cobre, los peces poseen dos érganos que
cumplen con esta funcion: las agallas y el intestino (Bury y col, 2002). La absorcién
del ion cobre desde el agua ocurre exclusivamente por las agallas donde es finamente
regulada. Debido a esto es posible generar condiciones de exceso y deficiencia
modificando los niveles de cobre disuelto en el medio y entregado en la dieta. Por
otra parte, se han identificado protefnas involucradas en el proceso de regulacién de

cobre en peces que tiemen sus homdlogos en mamiferos, los cuales cumplen
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funciones equivalentes (Donovan y col. 2002), Particularmente, el pez cebra (Danio
rerio) es uno de los modelos vertebrados experimentales méds poderosos tanto para
estudios genéticos como para estudios de desarrollo embrionario. Estos peces son
extremadamente fértiles, obteniéndose ficilmente cien a doscientos huevos por
cruce, lo que permite realizar experimentos con grandes cantidades de individuos. Ya
al quinto dia post fertilizacién (5 dpf), las larvas han desarrollado todos los érganos y
poseen casi todas las propiedades fisioldgicas de un pez adulto. Debido a que los
embriones son transhicidos, es posible observar el desarrollo por medio de una lupa
simple. Son féciles de mantener y hasta el dia 10 post fertilizacién no requieren ser
alimentados, 1o que es importante cuando se quiere tener control de las cantidades de
cobre u otros elementos disponibles en el momento de analizar, por ejemplo,
pardmetros en respuesta a diferentes concentraciones de cobre. Otra gran ventaja del
pez cebra es la reciente secuenciacién casi completa de su genoma, lo cual facilita
de gran manera el andlisis genético.

La presente tesis contiene dos partes; la primera consistente en el andlisis de los
efectos directos que tiene el ion cobre sobre embriones de pez cebra y de que manera
el metal infloye en su normal desarrollo. La segunda parte consiste en un trabajo
molecular enfocado al clonamiento y a la caracterizacién funcional del transportador
de alta afinidad Ctrl (Copper Transporter 1) de pez cebra. Ambos objetivos
generales tiene como finalidad aumentar el conocimiento de la regulacién

homeostatica del ion cobre en éste y otros organismos.
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Hipétesis: Existe un transportador de cobre en el pez cebra el cual es esencial y
homdlogo al gen cir? de alta afinidad descrito en mamiferos. Debido a la importante
funcion que tiene este transportador en los diferentes organismos, una alteracién en
la expresion o funcionamiento del gen serfa letal para embriones o larvas del pez

cebra.

Objetivos especificos:

- Analisis de los efectos directos que tiene el ion cobre sobre embriones de pez
cebra,

- Clonamiento del transportador Ctr1 de pez cebra.

- Determinacion de la estructura genémica del gen cfr? y su ubicacion en el genoma
del pez.

- Expresion espacio-temporal del gen cirf de pez cebra.

- Anglisis de los efectos que genera una disminucién o pérdida de la expresidn del

gen cfr1 en embriones de pez cebra.
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2.1 MATERTALES

2.1.1 Material biologico

Para realizar los experimentos descritos en esta tesis se utilizaron embriones de pez
cebra (Danio rerio, Telosteii, Cyprinidae), obtenidos de forma natural, realizando
cruces de peces adultos. Los peces se mantienen en acuarios con circulacién
constante de agua y aire a una temperatura de 28°C con un ciclo de 14 horas de luz y
10 horas de oscuridad. Son alimentados tres veces al dia y monitoreadas sus
condiciones de temperatura y pH. Para realizar cruces, se deben separar los machos
de las hembras una noche antes y juntarlos la mafiana siguiente en el momento en
que la luz del vivero se enciende a las 9:00 am. De esta manera, es posible controlar
el momento de la fertilizacién. La edad de los embriones es expresada en horas post-
fertilizacién (hpf) y dias post fertilizacién (dpf). Los peces se colocan en estangues
pequeidios provistos de una rejilla que impida el acceso de los peces adultos a sus
huevos para evitar asi que se los coman. Los embriones se mantienen en incubadores
a 28°C y en medio E3 1X el cual evita el crecimiento de hongos debido a que

contiene azul de metileno.

2.1.2 Reactivos para Biologia Molecular

- Acetato de Sodio 3 M pH 5.2, Winkler Ltda., Chile.
- Agarosa, Winkler Ltda., Chile.

- Agua sin nucleasas, Winkler Ltda., Chile.

- Blocking reagent (BMB), Roche, Alemania.
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- Cloroformo: Alcohol iso-amilico 24:1, Winkler Ltda., Chile.
- Cloruro de cobalto, Winkler Ltda., Chile.

- dGTP Ext. Mix, Amersham Pharmacia Biotech, Inglaterra.
- Dicromato de sodio y de potasio, Merck, Alemania.

- Dig-HighPrime, Roche, Alemania.

- DNAsa, Boehringer, Mannheim, Alemania.

-DTT 0.1 M, Amersham Pharmacia Biotech, Inglaterra.
-EDTA 0.5 M pH 8, Winkler Ltda., Chile.

- Enzimas de restriccién: Sacl, Sacll y sus tampones respectivos pertenecen a MBI
Fermentas.

- Enzimas polimerasas T7, T3, Sp6, MBI, Fermentas.

- Escherichia coli DH5a competentes (stock de laboratorio).
- Etanol, Merck, Alemania.

- Fenol: Cloroformo basico, Winkler Ltda., Chile.

- Isopropanol, Merck, Alemania.

- LiCl 10 M, Winkler Ltda., Chile.

- MgCl, 50 mM, New Ingland Biolabs, Estados Unidos .

- Naranja de acridina, Merck, Alemania.

- NTPs, MBI Fermentas, Lituania,

- Plasmidio pGEM-T 3Kb,Promega, USA.

- Plasmido pSC2+MT. Turner, D.L y Weintraub, H(1994).
-Partidores:

T7:5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’

F1:5’-ACCATGTCGAGGAGACAACCAT-3’
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F3:5-GGCCACGGAGATCACATGATG-3’
FO™:5’-TGCACATTTCTGTGGTTGAACAG-3’
RI1:5’-ACCACTTGGATGATGTGAAGAAG-3’
R3:5-GTTAATGACAGTGTTCTGTAATATC-3’
R4:5’-AACATGGATGGCTTCTGAACAAG-3’, (genémico)
pacFQ: 5-GTCCCTGTACGCCTCTGGTCG-3' (3-actina)
pacRO: 5-GCCGGACTCATCGTACTCCTG-3' ($-actina)
- RNAsa (libre de DNAsa), Roche, Alemania.

- RNAsin (inhibidor de RNAsas), Roche, Alemania.

- Silica, Winkler Ltda., Chile.

- Solucién de Sulfato de cobre, Merck, Alemania (2, 4, 6, 8, 10, 20, 50, 100,

150 pM).
- Suero de oveja, Gibco, BRL.
- Tampoén T4 DNA Ligasa 10x y T4 DNA Ligasa, Biolabs, New England.
- Tampdn transcriptasa reversa.
-Tampén de reaccién de PCR 10x sin Mg, 50 mM Cloruro de Magnesio, Taq
polimerasa y Deoxinucledsidos de trifosfato para PCR, dTTP, dATP, dCTP, dGTP,
GibcoBRL, Inglaterra.
- Transcriptasa reversa SUPERSCRIPT II.
- Trizol (Total RNA Isolation Reagent), DTT 0.1 M, tampon RT 5X, cloruro de
magnesio 25 mM y Superscript I, GibcoBRL, Inglaterra,

- X-gal, Winkler Ltda., Chile,
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Reactivos para Hibridacién in sifu

- Anticuerpo Anti-Digoxigenina y NBT/BCIP (Nitro blue tetrazolium chloride/5-
bromo-4 —chloro-3-indolphosphate), Roche Diagnostics GMBH, Mannheim,
Alemania.

- Formamida, Merck, Alemania.

- Metanol, Merck, Alemania.

- Peroxido de hidrégeno Merck, Alemania.

- Proteinasa K, Merck, Alemania.

- NBT/BCIP, Boehringer Mannheim, Alemania.

- PFA 4%, J.T. Baker, Phillipsburg, USA.

- SALT (50 ml SALT: NaCl 11.4 g, Tris HCI 14.04 g, 50 ml formamida y 900m] de

agua).

Reactivos de Inmunocitoquimica

- Acetona, Merck, Alemania,

- Anticuerpo anti-myc, Santa Cruz Biotechnology, EEUU.

- DAB (30 mg en 100 ml PBS,0.03 % w/v), Sigma, Saint Louis, EEUU.

-Ig anti-ratén, Amersham, Life Science.

- Solucidn de bloqueo (20 % suero de bovino, 1% DMSO, 0.3 %Tween-20 en PBS,

0.5% trit6n).

Reactivos para inyeccion
- Rojo de fenol, SIGMA, EEUU.

-Morfolino, antisense oligo zctrl, 300nM classic, Gene Tools, LLC; EEUU.
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-Danieu (NaCl 58 mM, KCl1 0.7 mM, MgSO, 0.4 mM, Ca(NO,), HEPES pH 7.6 50

mM).

2.1.6 Soluciones

- Acetona, Merk, Alemania,

- EDTA 0.2 M Winkler Ltda, Chile.

- MAB (Acido Maleico 0.1 M; NaCl 0.15 M; pH 7.5).

- MABT (MAB+Tween-20 0.1%).

- Solucién blanqueo (5.95 ml de agua destilada, 0.25 ml de SSC20X, 0.5 ml de
formamida, 3.3 ml de peréxido de hidrégeno al 30% para 10 ml totales).

- Solucién de Hibridacién in situ (SSC 5X; Heparina 50 pg/mL; RNA de Térula 500
ig/mL; Tween-20 0.1%).

- PBS (Winkler Ltda, Chile).

- PBST (PBS+Tween-20 0.1%).

- Solucién AP (MgCI2 50 mM; NaCl 100 mM; Tris 100 mM; Triton-X100 0.2 %:
Tween-20 0.2 %; pH 9.5).

- Solucién E3 1X (NaCl 5 mM; KC1 0.17 mM; CaCI2 0.13 mM; MgS04 0.33 mM;
Azul de Metileno 10-5 %).

- Solucion Paraformaldehido 4% en PBS.

- SSC 20X (175 g de NaCl, 88.5 g de citrato de sodio, pH 7, para un volumen final
de 11),

- Solucién denaturante (Southern blot, 0.5 M NaOH, 1.5M NaCl).

- Solucion neutralizante (Southern blot, 0.5 M tris, 1.5 M NaCl, PH 7).
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- Tampén de Hibridacién 50% formamida (Southern Blot) (12.5 ml SSC 20x, 10 ml
de blocking stock solution 10%, 0.5 ml N-laurilsarcosina 10%, 0.1 ml SDS 10%, 6.9
ml de agua destilada y 20 ml de formamida para un volumen final de 1 I).

- Solucién de lavado 1 (Southern blot) (SSC 2x, 0.1% SDS); 2 (SSC 0.1x, 0.1%
SDS).

- Tamp6n de lisis (100 mM Tris pH 8, 100 mM NacCl, 10 mM EDTA y 0.2 % SDS).

- Solucién de corrida TAE 50X (242 g de tris base, 57.1 ml de 4cido acético glacial y

100 mi de EDTA 0.5 M pH 8 para un volumen final de 1 I).

2.1.7 Otros

- Sistema comercial "Concert Rapid Gel Extraction System", GibcoBRL, Reino
Unido.

- Sistema comercial "Concert Rapid PCR Purification Protocol", GibcoBRL, Reino
Unido.

- Sisterna comercial "Kit 3° RACE" GibcoBRL, Reino Unido.
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2.2 METODOS

2.2.1  Anilisis de pardmetros morfol6gicos: embriones de pez cebra expuestos a
distintas concentraciones de sulfato de cobre.

Para estudiar el efecto directo que causa un exceso de cobre en el desarrollo de
embriones de pez cebra se preparé un stock de 20 mM de CuSQ, en medio E3, con el
cual se hicieron las diferentes diluciones utilizadas en los experimentos. Se
obtuvieron huevos recién fertilizados los cuales fueron descorionados manualmente
bajo lupa con la ayuda de dos pinzas de diseccién. Los embriones se dejaron crecer
en medio con 2, 4, 8 y 20 uM de CuSO, en incubadoras a 28°C, y se observaron
durante los primeros 10 dias post fertilizacién, tiempo durante el cual no fueron
alimentados con el fin de no introducir variaciones en la concentracién de cobre a la
cual se encontraba expuesto el embrién, (El tiempo médximo que pueden pasar los
embriones sin ser alimentados son 10 dpf. El vitelo les provee los nutrientes hasta el
dia 5 post fertilizacién). Se evalué el desarrollo de vejigas natatorias y alteraciones

morfolGgicas en general.

2.2.2 Deteccion de necrosis en embriones expuestos a sulfato de cobre

Con el fin de analizar muerte celular en embriones de pez cebra expuestos a
diferentes concentraciones de cobre, se crecieron huevos recién fertilizados y
previamente descorionados, en medio E3 1X con 2, 4, y 100 uM de sulfato de cobre,
Se crecieron aproximadamente 50 embriones en 2 y 4 M hasta 6 dpf, y otros

cincuenta embriones se dejaron crecer hasta 3 dpf en medio sin sulfato de cobre, para
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luego exponerios a 100 M durante cuatro horas. Luego se les agregé 1 ul de naranjo
de acridina a 10 ml de medio E3, en el cual permanecieron una hora. Posteriormente
se lavaron 3 veces durante 5 minutos cada vez con medio limpio y se fotografiaron
los resultados bajo un microscopio esteroscopico de fluorescencia. El naranjo de
acridina es un compuesto hidrosoluble que se intercala en el DNA de las células

muertas, lo cual permite visualizar necrosis en embriones y larvas bajo la luz UV,

2.2.3 Estudios de induccion por cobre de la proteina fluorescente verde bajo el
promotor de estrés térmico hsp70.

Utilizando la linea transgénica de peces que expresan la proteina fluorescente verde
(GFP) bajo el promotor de estrés térmico hsp70 (Halloran y col., 2000) disponibles
en el laboratorio, se expusieron embriones transgénicos a diferentes concentraciones
de sulfato de cobre disuelto en el medio con el fin de evaluar efectos del ion
relacionados con estrés celular, reflejados por la expresién de la protefna reportera
GFP. Embriones de 3.5 dpf permanecieron en medio con 100 pM de cobre durante
dos horas a 28°C y luego fueron observados en el microscopio estereoscépico de
fluorescencia. Como control negativo se expusieron embriones transgénicos por el

mismo perfodo de tiempo a medio libre de sulfato de cobre.

2.24 Clonamiento del gen cfr! de pez cebra mediante 3’RACE

Para realizar el clonamiento de gen cfrl de pez cebra se extrajo RNA total de
embriones de 48 hpf, Para homogenizar 50 embriones se agregaron 200 pL de trizol.
A continuacién el homogenizado se incub6 durante 5 minutos a 25°C para permitir la

completa disociacidn de los complejos niicleo-proteicos. Para separar las fases se




21

agregaron 40 puL de cloroformo por cada 200 pL de trizol y se agité manualmente
durante 15 segundos. Luego se incubd a 25°C durante 3 minutos y se centrifugé a
12000 g durante 15 minutos a 4°C. Para la precipitacién del RNA se extrajo la fase
acuosa y se agregé 0,5 mL de isopropanol por cada 1 mL de trizol y se incubd
durante 10 minutos a 25°C. Luego se centrifugé a 12000 g durante 10 minutos a 4°C.
Para el lavado del RNA, se eliminé el sobrenadante y se lavé el precipitado con un
minimo de iml de etanol al 75 % por cada 1 ml de trizol, se agit6 vigorosamente y se
centrifugd a 7500 g durante 5 minutos a 4°C. Se eliminé el sobrenadante y se
mantuvo a temperatura ambiente hasta que el etanol remanente se volatilizd.
Finalmente el precipitado de RNA se resuspendié en 20 pL de agua libre de
nucleasas. Luego se realizé la medicién por espectrofotometria de la cantidad de
RNA total extraido. Para esto se utilizaron 2 ul de RNA obtenido en el paso descrito
anteriormente y se diluyé en 200 pl de agua sin nucleasas. Se consideré que 1 DO
260nm equivale a 40 pg RNA/ ml. Se realizaron mediciones a 260nm (absorcién de
4cidos nucleicos) y a 280 nm (absorcién de proteinas), para luego obtener un indice
de pureza calculado por medio de un cuociente entre los valores de absorbancias
obtenidas en ambas longitudes de onda. Se considerd 1.6 como valor aceptable.

Para realizar la transcripcién reversa se utilizaron 2 pg de RNA, 2 uL de partidores
aleatorios a una concentracién de 50 ng/uL (random primers: partidores de 6
nucledtidos que amplifican fragmentos de DNA de distintos tamatfios), 1 uL de
dNTPs 10 mM y agua sin nucleasas hasta completar 8 pul. La mezcla se incubd
durante 5 minutos a 65°C, luego en hielo durante 1 min., y se agregaron 4 uL de
tampén para transcriptasa reversa 5X, 4 pL de cloruro de magnesio 25 mM, 2 uL de

DTT 0,1 My I pL de RNAsin. Esta mezcla de reaccién se incubé durante 2 minutos
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a 25°C, luego se agregé 1 uL de la transcriptasa reversa SUPERSCRIPT II y se
incubd la reaccién de transcripcién reversa durante 10 minutos a 25°C, luego a 42°C
durante 50 minutos y finalmente a 70°C durante 15 minutos. El volumen final
obtenido fue de 20ul. Posteriormente, se llevé a cabo el protocolo de 3"RACE
GIBCO para la amplificacién de cDNA realizindose PCR anidado doble utilizando
los partidores F1 y IF3 y el partidor de amplificacién universal UAP presente en el kit
de RACE. Los partidores F1 y F3 fueron disefiados a partir de una secuencia EST
(expressed sequence tag) de pez cebra altamente similar al gen al gen crrl de
humano (nimero de acceso genbank BF717529) presente en la base de datos en

Internet (www.ncbi.nlm.nih.org). El producto de PCR, se visualizé en un gel de

agarosa al 1 %. Se obtuvo un fragmento de aproximadamente 533 pb el cual fue
purificado del gel por medio del kit Concert Rapid Gel Extraction System. Debido a
que los productos PCR contienen adeninas en sus extremos, fue posible clonar el
producto amplificado utilizando el sistema de TA-Clona en el plasmidio pGem 3Kb
(Fig.3a). Luego se transformaron bacterias competentes DHS5a y se purificé DNA
plasmidial de 6 colonias diferentes por medio de Miniprep. El plasmidio pGEM-T
3Kb contiene el gen de la § galactosidasa, el cual es interrumpido por el fragmento
de interés al realizar la ligaci6n, por lo tanto, al crecer las bacterias en presencia de
B-galact6sido (sustrato de la enzima {3 galactosidasa), se pueden seleccionar las
colonias que integraron el plasmido con el inserto, distinguiéndolas entre colonias
blancas (no expresan f§ galactosidasa por lo tanto presentan el inserto), y las colonias
azules que expresan la enzima normalmente, Para confirmar si alguna de las colonias
contenia €l inserto correcto, se realizé PCR con el partidor T7 del plasmido y R1

presente en el inserto ( ver materiales). Se obtuvo una banda de tamafio esperado,
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533 pb, en 5 de las 6 colonias. Al DNA de tres de éstas 5 colonias positivas se les
realizé extraccién fenélica y se mandé a secuenciar automdticamente al Instituto de
Tecnologia de Massachusetts (MIT) en Estados Unidos. Los resultados de la
secuenciacién revelaron la secuencia de 533pb la cual presentaba 69 % de identidad
con ctrl de rata y 70 % con ctr/ de humano a nivel aminoacidico. El anélisis del
marco de lectura abierto determiné la ausencia de un segmento en el extremo 5° que
incluye la metionina inicial. Para obtener el cDNA completo se disefiaron los
partidores FO* y R3'. El partidor FO" fue disefiado segin la secuencia de EST
mencionada anteriormente y el R3" a partir de la secuencia obtenida en clonamiento
aqui descrito. El siguiente mapa muestra las ubicaciones de los partidores utilizados

en el clonamiento:

ATG 3’

Fl FO' Rl "R3

Se repiti6 el procedimiento de purificacién, ligacion y transformacién de bacterias
competentes DH5a de las cuales se escogieron 10 colonias blancas. Luego de
obtener el DNA plasmidial de cada colonia por medio de Miniprep, se realizé doble
digestién con las enzimas Sacl y Sacll, de manera de sacar el fragmento de tamafo
conocido del plasmidio y comprobar que se encontraba en las colonias escogidas
(Fig.3a). Una vez comprobado por digestion doble que el inserto de
aproximadamente 600 pb se encontraba en el plasmidio, se realizé un Southern Blot
con el fin de confirmar con més certeza que el producto obtenido hibridaba con una

sonda de la secuencia de 533 pb clonada anteriormente. Una vez obtenido un
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resultado positivo del Southern Blot (Fig.3b), se realiz6 una miniprep, se limpi6 el

DNA por medio de extraccién fendlica y se enviaron a secuenciar las colonias 1, 7y

10 al MIT.
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Figura 3 Clonamiento del gen ctrl de pez cebra

a) Plasmido pGEM 3000pb en el cual se clon el gen ctrl de pez cebra. Se detalla la
zona polilinker en la cual se encuentran los sitios de corte utilizados en el
clonamiento. b) Fotografia del Southern Blot realizado para confirmar la existencia
del inserto de aproximadamente 600pb en el plismido pGEM. Los nimeros indican
las colonias, la cabeza de flecha muestra el plasmido mads el inserto y la flecha negra
indica el inserto.

2.2.5 Southern Blot

La sintesis de la sonda para realizar el Southern Blot se realizé a partir del fragmento
de 533 pb del gen ctrl de pez cebra clonado y descrito anteriormente. Se denaturd
1.0 ug del DNA a 100°C durante 10 minutos. Se enfrié rdpidamente en hielo y se
agregaron 4 ul de DIG-High prime, Roche ( Tampén de reaccién 5X, Glicerol 50%,

enzima Klenow 1 unidad/ul, mezcla de partidores random 5X, dATP, dCTP, dGTP,
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dTTP 1 mM c/u, Dig-dUTP 0,35 mM). Se incubé por 1 hr a 37 °C, y luego se
agregaron 5 ul a 10 ml de tampdn de hibridacién. Antes de utilizar la sonda, ésta fue
denaturada por 10 minutos a 100°C. EI protocolo de Southern Blot que se sigui6 fue

el descrito por Sambrook y col., (1987).

2.2.6 Mapeo del gen ctr! de pez cebra

Con el fin de determinar Ia estructura genémica y el cromosoma en el cual se
encuentra el gen ctrl de pez cebra, se realizé el mapeo con la técnica de paneles
hibridos. Estos paneles contienen una coleccién redundante de fragmentos del
genoma del pez cebra. Los fragmentos cromosémicos se obtienen después de irradiar
células de pez cebra y fusionarlas con células de hamster. En la coleccién se
encuentran hibridos estables en los cuales estd representado el genoma completo del
pez cebra (Kwok y col, 1998). Se realiz6 PCR de 96 muestras de los diferentes
fragmentos de DNA gendmico del panel, utilizando los partidores FO" y R4. Este
tltimo partidor fue disefiado a partir de la secuencia genémica correspondiente al gen
ctrl descrito recientemente por el proyecto genoma (se escogi6 un drea intrénica de
manera de evitar posibles contaminaciones con cDNA obteniendo amplificaciones
erradas). Los resultados obtenidos del PCR se analizaron en un gel de agarosa al 2 %,
registrdndose las bandas que presentaban el tamafio esperado. De esta manera se
genero un cédigo binario final donde el 1 representa un resultado positivo (banda de
tamafio esperado) y el 0 negativo (ausencia de bandas). De esta manera se obtuvo un
nimero de 96 cifras, el cual se mand6 a la base de datos presente en la pégina
www.zfthmaps.tch.harvard.edu. Automdticamente el programa compara el cédigo

ingresado con los codigos de los diferentes marcadores conocidos presentes en la
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base de datos. Los resultados obtenidos detallaban especificamente en que
cromosoma se encontraba el gen ctr! y a que distancia de los marcadores
identificados con un valor estadistico (LOD) el cual permite un grado de certeza
suficiente si es mayor a 6 (ver recuadro siguiente). La identificacién de los intrones y
exones se realizé mediante la’comparacién de la secuencia de cDNA obtenida del
cIor;amiento descrito anteriormente y las secuencias gendémicas de pez cebra

depositadas en el Instituto Sanger del Reino Unido en la pdgina www.ensembl.org.

El proyecto genoma del pez cebra comenzé en Febrero del afio 2001, y posce la

descripcién completa del genoma del pez.
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Reporte instantdneo de mapeo

zCtrl

0111000000001 1 100000000000000000001 100000001010100000000000001000000
0000100001 1 100000000100000

Los marcadores mas cercanos son :

'z5538>" ----- No: 1152

Localizado en la linea : 388, cromosoma 5.

A una distancia de : 12¢cR con un valor LOD: 12.913.

Su valor es:

0111000000001 1 10000000000000000000100000000101000000000000000 1000000
0000100001 1 100000000000000.

'fal2a02.s1' ----- No: 4023

Localizado en la linea: 387, cromosoma 5.

A una distancia de: 16¢R con un valor LOD: 11.967.

Su valor es:

0111000000001 11000000 1000000000000 100000000 101000000000000000 1000000
0000100001 1 100000000000000.

'TH99d06.x1" --——-- No: 20196

Localizado en la linea : 389, cromosoma 5.

A una distancia de: 17¢R con un valor LOD: 11.247.

Su valor es:

0111000000001 110000000000000000000 100000000101000000000000000 1000000
0000000001 1 100000200000000.

'fc84b09.x1" ----- No: 9116

Localizado en la linea: 396, cromosoma 5 .

A una distancia de: 24¢R con un valor LOD: 10.351.

Su valor es:

0111001000001 1 100000000000000000001000000001010000000000000001000000
0001100001 1110000000000000.

'fc02b04.x1" ----- No: 21037

Localizado en la linea: 385, cromosoma 5.

A una distancia de: 26¢R con un valor LOD: 9.749.

Su valor es:

0111000100001 1 100000000000000000001000000001010000000000000000000000
0000100001 1 100000100000000.

fH73d10.x1" ----- No: 8968

Localizado en la linea: 386, cromosoma 5 .

A una distancia de: 24¢R con un valor LOD : 10.351.

Su valor es:

0111000100001 110000001000000000000 100000000 1010000000000000001000000
0000100001 1100000100000000.




28

2.2.7 RT-PCR

La extraccién de RNA total se realizé a partir de embriones en distintos estadfos de
desarrollo y de distintos 6rganos de pez adulto (1 afio aproximadamente) los cuales
fueron extraidos con bisturi de un pez recién sacrificado. Los 6rganos utilizados en el
experimento fueron agallas, cabeza, ovarios y visceras. La sintesis del cDNA se llevé
a cabo de la manera descrita anteriormente en el clonamiento del gen ctr], con la
diferencia de que para 50-100 mg de tejido se utilizé 1 ml de Trizol®.

Reacciones de PCR: Para la amplificacién de un fragmento de aproximadamente
600 pb se realizé la siguiente reaccién: 79.4 ul de agua libre de nucleasas, 2,5 ul de
partidor FO" 10 mM, 2,5 ul partidor R3" 10 mM, 10 pL de tampén 10X de PCR, 3uL
de cloruro de magnesio 50 mM, 6 uL de dNTPs 10 mM, 0.5 pL de Taq DNA
polimerasa (500u). La reaccidén se realizé en un volumen final de 100uL. Esta
mezcla se separé en tubos de PCR y se agregd lpl de diferentes templados
consistentes en cDNA extraido de embriones de 0, 5, 12, 24, 48 hpf, 2, 5 y 6 dpf,
adulto (3 meses), y 6rganos disectados como branquias, cabeza, ovario e intestino. Se
utiliz6 el siguiente programa en el termociclador de 30 ciclos:

94°C: 2 minutos

92°C: 30 segundos

65°C: 30 segundos

72°C: 1,5 minutos

72°C: 7 minutos

4°C: w0

Los resultados fueron visualizados en un gel de agarosa al 1% y se tomaron fotos

digitales.
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Con el fin de comparar de manera simple las intensidades de expresién de ctr] en los
diferentes érganos y estadfos a partir de este RT-PCR, se amplificé Bactina de pez
cebra como control de expresion en los diferentes 6rganos y estadios analizados. La
proteina Pactina se expresa de manera constante en los diferentes tejidos del
embrién. Los partidores utilizados para amplificar B-actina de pez cebra fueron

BacF0 y BacR0 (Chen y col, 2002).

2.2.8 Preparacion de sonda de RNA para hibridacién in situ

La sonda de RNA se prepar6 a partir del gen ctrl correspondiente al fragmento
completo de 655 pares de bases clonado y descrito anteriormente. Se linearizé el
plasmidio pGEM-T 3.0Kb (Fig 3a) con las enzimas Pstl y Sacll para obtener la hebra
sentido y antisentido del gen, respectivamente, y se verificé la presencia del DNA
digerido mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1 %. Al DNA recién
linearizado se le realiz6 una extraccién fendlica para eliminar las proteinas
contaminantes. A continuacién se procedi a la transcripcién in vitro de la sonda de
RNA marcada con digoxigenina a partir de aproximadamente 1.5 pug de DNA
linearizado, 10 pL. de NTP mix-digoxigenina, SuL. de tampén de transcripei6n 10x,

1 pL de RNAsin y 90 unidades de la RNA polimerasa T7 6 SP6 segiin el sentido de
la transcripcién (se utilizé T7 para hacer la sonda sentido y SP6 para la sonda
antisentido). Esta mezcla se incub6 durante dos horas a 37°C. Luego se agregaron 5
uL de DNAsa I 10 mg/mL durante 5 minutos y se incubé a 37°C para degradar el
resto de DNA que quedé sin transcribir. Se detuvo la reacci6n agregando 5 pl de
EDTA 0,2M y se precipité el RNA con 2 pL de LiCl 10 M y 200 pL de etanol

absoluto durante toda la noche a 20°C. A continuacién se recuperé el RNA
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centrifugando a 14000 g durante 30 minutos, se elimind el sobrenadante, se lavé el
precipitado con etanol al 70 % y se dejé secar a temperatura ambiente, El
precipitado de RNA se resuspendié en 1 mL de tampén de hibridacién in situ. Las
sondas recién sintetizadas se analizaron en un gel de agarosa al 1 % para verificar la

presencia del RNA.

2.2.9 Hibridacién in situ

Los embriones se fijaron en los estadios de 16 hpf, 24 hpf, 48 hpf, y 3.5 dpf en PFA
al 4 % (en PBS) a 4°C durante toda la noche. Al dfa siguiente se eliminé el corion
manualmente utilizando pinzas de diseccion. Posteriormente, los embriones se
deshidrataron en metanol 100 % durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se
realiz6 un cambio de metanol 100 % y se incubaron a ~20°C durante al menos 1 hora
(los embriones se pueden almacenar en esta etapa a —20 °C hasta 6 meses). Luego se
rehidrataron durante 5 minutos en 75 % metanol/ 25 % PBS, 5 minutos en 50 %
metanol/50 % PBS, 5 minutos en 25 % metanol/ 75 % PBS y 4 veces durante 5
minutos en PBS-T. Con el objetivo de eliminar los pigmentos se realizé el blangueo
de los embriones de mds de 48 hpf con una solucién que contiene 5,95 ml de agua
destilada, 0,25 ml de SSC 20x, 0,50 ml de formamida y 3,30 ml de peréxido de
hidrégeno al 30 %. Los embriones se incubaron en esta solucién 10 minutos
expuestos a un tubo fluorescente de luz, la cual permite una reaccién de oxidacién de
los pigmentos por parte del per6xido de hidrogeno. Luego se realizaron tres lavados
con PBS-T durante 5 minutos cada uno.

Para digerir las proteinas asociadas al mRNA, los embriones de mds de 48 hpf se

trataron durante 10 minutos a temperatura ambiente con 25 pg/ml. de proteinasa K
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en PBS. Para los embriones entre 24 y 48 hpf se utilizé una concentracién de
proteinasa K del0 pg/ml. Después se realizaron 2 lavados de 5 minutos con PBS-T
para detener la digestién. Para volver a fijar los tejidos, los embriones se incubaron
durante 20 minutos a temperatura ambiente en PFA al 4 % en PBS y luego se lavaron
5 veces durante 5 minutos cada una en PBS-T. A continuacién los embriones se
incubaron con tampén de hibridacién a 65°C durante 10 minutos y Iuego de hacer un
recambio de la solucién, se incubé toda la noche. Las ribosondas-DIG fueron
previamente denaturadas durante 5 minutos a 65°C para luego incubar los embriones
con las sondas toda la noche a 65°C.

Para el lavado de las sondas todas las soluciones se precalentaron a 65°C y luego se
incubaron los embriones 10 minutos en formamida/SSC 2X al 75 %, luego durante
10 minutos en formamida/SSC 2X al 50 % y 10 minutos en formamida/SSC 2X al 25
%, 10 minutos en SSC 2X y finalmente 2 veces durante 30 minutos en SSC 0,2X.
Con el objetivo de bloquear los sitios inespecificos, los embriones se incubaron
durante 5 minutos en MAB-T, por 1 hora en MAB+BMB+LS a temperatura
ambiente y luego de un recambio de la solucién se dejaron toda la noche a 4°C. En
forma independiente, el anticuerpo anti-digoxigenina (difucién 1:200 en tampén de
hibridacién) debe guardarse a 4°C mientras los embriones se estdn bloqueando a
4°C, para luego incubar los embriones durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo
anti-digoxigenina. El lavado del anticuerpo se realiz6 5 veces durante 20 minutos
cada una con MAB-T y 3 veces durante 5 minutos cada una en tampén AP.
Finalmente, la tincién de los embriones se realizé con el sustrato de la fosfatasa
alcalina NBT/BCIP BM Purple AP Substrate en oscuridad y durante el tiempo

necesario para que apareciera la tonalidad piirpura esperada en la zona de expresién
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del mRNA. Finalmente, se elimind el exceso de tincién lavando los embriones 3

veces durante 5 minutos en PBS-T.

2.2.10 Morfolinos antisentido del gen ctr! de pez cebra

Una vez clonada la secuencia completa del gen ctr/ de la manera descrita
anteriormente, se disefié un 6ligo antisentido con el fin de disminuir la expresién del
gen a nivel traduccional. Este oligo fue sintetizado por la empresa Gene Tools, LLC,

presenta la secuencia: 5-GGTGATGTGAATGTGACGAATCCAT-3" y en el

siguiente esquema se resume su funcionamiento:

Hebra sentido
5 3

doble hebra =

Hebra antisentido

mRNA
sentido
_ 3 37
Traduccion normal Oligo antisentido Traduccion blogueada
) Moiplolne i
5+ Ribosoma 3’ r(] 2 mRNA blogueado
-
H e ——
Morphoiin Oligo 3’ 5

e
1
o
B= an-n‘m_\(o:{
Cytosine
Guanmne M
,@ Thymine

Proteina

No hay producto

Se preparé un stock 10X con 300 nM del oligo en 300 ul de DANIEAU 1X y 10%

de rojo de fenol. El rojo de fenol es un compuesto inerte que permite visualizar la
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entrada de la mezcla al ser inyectada directamente al huevo. Se hicieron diluciones
9X, 5X'y 1X para encontrar la concentraci6n indicada y evitar efectos inespecificos.
Las inyecciones con morfolinos 9X fueron téxicas para los embriones y por el
contrario, las 1X no generaron efecto detectable. Al inyectar morfolino 5X del gen
ctrl, se observaron efectos reproducibles y distinguibles de los controles escogidos,
los cuales consistian en embriones no inyectados y embriones a los cuales se les
inyecté un oligo control. El morfolino se inyecté directamente en el huevo recién
fertilizado en el estadfo de una célula. Las inyecciones se realizaron con un

microinyector provisto de un micromanipulador.

2.2.11 Sintesis de RNA cfrI-myc de pez cebra

Para realizar la sintesis de RNA sentido de la unién de ctrl-myc se tomaron 2 pg de
DNA del constructo pCS2+MT ctrl-myc y se agregaron: 5 ul de buffer de
transcripcién, 5 ul de RNA Cap, 2,5 pl de mix de tNTPs 25 mM c/u, 1 pl inhibidor
de RNAasa, 2,5 ul de DTT 0.1 M y 1 ul de polimerasa SP6. Luego se incubg la
mezcla durante 20 minutos a 37 °C y luego se le agregd 1 ul de GTP 25 mM vy se
dejé 100 minutos mds a 37 °C. Una vez sintetizado el RNA se corri6 1 pl de la
mezcla en un gel de agarosa 1 % con el fin de verificar la existencia del RNA. Luego
se agregd 1 yl de DNAsa y se incub6 a 37°C durante 15 minutos. Luego se precipité
el RNA con 2ul de LiCl 5 M mds 200x1 de EtOH durante toda la noche a -20°C. Se
guard6 a -80 °C hasta que se utilizé, cuando fue centrifugado a 14000 rpm y

resuspendido en 10 il de agua sin nucleasas.
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2.2.12 Inhibicién de la expresién de la proteina Ctrl: MOctri

Debido a que no hay anticuerpos disponibles contra la proteina Ctrl, su realizé un
constructo uniendo la secuencia codificante de ctrl de pez cebra a 6 secuencias
repetidas myc (codifican para pequefios péptidos de 6 aminodcidos), presentes en el
plasmidio pCS2+MT (Fig. 4) las cuales funcionaron como epitopes para el
anticuerpo anti-myc. I.as enzimas que se utilizaron para el subclonamieto de ctrl
fueron BamH1 en el extremo 57y Clal en el 3”, El plasmido fue linearizado con Xbal
y el RNA sintetizado con polimerasa SP6. Se inyectaron aproximadamente 30
embriones en estadio de una célula con RNA ctri-myc de pez cebra. Otros 30
embriones fueron coinyectados con morfolino 5X y RNA ctrl-myc. Se dejaron
crecer hasta las 20 hpf en medio E3 en incubadoras a 28 °C y luego fueron
descorionados manualmente. Se traspasaron a viales estériles y fueron fijados
durante 3 horas en PFA 4% a temperatura ambiente y en agitacién. Luego se lavaron
en PBS dos veces por 5 minutos, méds 5 minutos en agua destilada y 7 minutos en
acetona previamente enfriada a —20°C, luego se lavaron 5 minutos en agua destilada,
5 minutos en PBS y 30 minutos en solucién de bloqueo. Luego se agregdé una
dilucién de 1/200 del anticuerpo anti-myc de ratén en solucién de bloqueo y se
incubd durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se lavé en solucién de bloqueo,
ocho veces durante una hora cada una. Luego se agregé una dilucion de 1/200 del
segundo anticuerpo, anti-Ig de ratén. Se incubé durante toda la noche y se lavaron
durante todo el dia signiente en solucién de bloqueo por una hora cada vez. Para el
revelado se preincubé durante 10 minutos en DAB y luego en 200 u1 de DAB con
0.05 % de H,0, durante aproximadamente 15 minutos o hasta cuando los embriones

se marcaran claramente.
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Figuara 4 Plasmido pCS2+MT con el inserto de czr! de pez cebra unido a las 6
copias del epitope myc.

2.2.13 Necrosis en embriones tratados con Morpholinos antisentidos

Se realizaron andlisis de células necréticas en embriones de 3 dpf previamente
inyectados con morfolino ctrl con el fin de detectar las dreas del pez més dafiadas
por el efecto del oligo. La deteccién se realizé exponiendo a los embriones a 1 ul de
naranja de acridina en 10 ml de medio E3 durante una hora. LLuego se lavaron 3 veces

por 5 minutos con medio limpio y se fotografiaron bajo lupa de lnz UV.
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3. RESULTADOS

31  Toxicidad de cobre: efectos en el desarrollo embrionario y larval

Los embriones crecidos en medio con diferentes concentraciones de sulfato de cobre
fueron analizados durante los primeros 10 dias de vida, tiempo durante el cual no
fueron alimentados con el fin de no introducir una variable adicional. Los embriones
de pez cebra se desarrollan dentro de una membrana proteica llamada corion la cual
les sirve de proteccién. Normalmente, los embriones eclosionan del corion al dfa 2
post fertilizacién. Se observé que al exponerlos a concentraciones de cobre en un
rango de 2 xM hasta 100 M desde el momento de ser fertilizados, el 100% de los
embriones era incapaz de eclosionar del corion (Fig. 5a). Por lo tanto, en todos los
experimentos subsecuentes se realiz6 decorionacién manual de los embriones. El
corion es una capa proteica que proteje a los embriones de condiciones adversas en
los primeros estadios del desarrollo. El hecho de ser decorionados antes de las 48 hpf
no presenté ningun efecto dafiino aparente para los embriones controles que no
fueron expuestos a cobre, por lo que se puede asegurar que no es un parimetro que
pueda estar afectando los resultados obtenidos con los embriones expuestos a cobre.
Se observaron los embriones bajo la lupa de diseccién para determinar la presencia
de alteraciones morfologicas o conductnales. En general se pudieron detectar
multiples defectos a las concentraciones més altas de cobre (10 uM a 100 pM)
mientras que las concentraciones menores (2 uM a 4 uM) los defectos fueron mds
sutiles, muchos embriones parecen desarrollarse normalmente hasta el dia 10, En las
concentraciones menores se observé una marcada variabilidad individual en los

efectos. Posiblemente esto es debido a una heterogeneidad genética la cual se traduce
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Figura 5 Efectos morfolégicos de CuSO, sobre embriones de pez cebra
a).Embrién de 48 hpf en medio E3 1X y 2uM de CuSO, atrapado dentro del corion,
b). Embrién crecido en medio E3 con 8uM de CuSOQ, (inferior en el panel) y embridn
control (superior en el panel). La flecha muestra el edema pericardico caracteristico
de los embriones expuestos a CuSO, c). Disminucién en el tamafio corporal y
atraso en el desarrollo en peces expuestos a CuSO, (en este ejemplo 2uM) y
necrosis evidenciada por las zonas opacas, principalmente en el area cerebral.

en una susceptibilidad diferencial al metal. Uno de los defectos mds recurrentes
observados en embriones expuestos a las concentraciones mds altas de cobre fueron
edemas pericdrdicos (flecha en Fig.5b). Los edemas se producen secundariamente
como consecuencia de un defecto en la circulacién sanguinea, lo cual termina por ser
fatal para el embrién en un corto plazo. También se observé disminucién en el
tamaiio corporal de los embriones, necrosis generalizada, problemas en motilidad y
reaccién frente a estimulos (Fig.5¢).

La vejiga natatoria es un 6rgano que en los peces permite mantener una correcta
linea de flotacién. En el pez cebra, se forma al dia 5 post fertilizacién. Cualquier
perturbacién en el desarrollo del embrién impide la formacién o el inflado de la
vejiga natatoria, lo cual puede ser utilizado como el pardmetro de mayor sensibilidad
para detectar defectos en el desarrollo. Debido a que la presencia de vejigas
natatorias constituye la caracteristica més adecuada para definir un embrién sano, se
usé este parametro para medir cuantitativamente el efecto del cobre en el desarrollo.

Se evalu6 la presencia de vejigas natatorias normales en embriones de 5 dpf
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expuestos a diferentes concentraciones de CuSO,. Todos los experimentos se
repitieron tres veces con aproximadamente 80 embriones para cada ensayo, de
manera de obtener diferencias estadisticamente significativas. Se cuantificé la
presencia de vejigas normales para cada concentracién del metal, incluyendo como
control embriones del mismo cruce crecidos en medio sin sulfato de cobre. Se
calcul6 un promedio del nimero de vejigas normales obtenidas para cada
concentracion el cual se grafic6 expresando % de vejigas normales v/s concentracién
de cobre (Fig.6). También se calculé el error estdndar de los valores obtenidos segiin
la formula Er = +- 0/¥n. Los resultados indican que al aumentar la concentracién de
sulfato de cobre en el medio, el porcentaje de embriones con vejigas natatorias
normales disminuye. A partir de los datos obtenidos, se puede concluir que a
concentraciones de cobre mayores a 10 uM, la sobreviviencia de los embriones de

pez cebra es cero.
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Tabla 2 Valores % vejigas normales v/s CuSQ, [uM]

CuSO, [uM] % vejigas normales
X Y! Y? Y? Promedio
0 84 87 85 85.33
2 40 29 27 32
4 23 11 28 20.66
8 18 3 19 13.33
20 0 0 0 0
100 l:
80 -
% vejigas g0
normales
40 -
20
0 | 1 1
0 5 10 15 20
CuSOs4 [#M]

Figura 6  Grifico concentracién de CuSO, v/s porcentaje de vejigas
normales. Los embriones fueron expuestos a las diferentes concentraciones de
CuSOQ, (tabla 2). El grifico presenta el porcentaje de embriones con desarrollo
normal de vejigas natatorias en las diferentes concentraciones de cobre. Existe una
relacién inversamente proporcional entre el aumento de la concentracién de CuSO, y
el porcentaje de vejigas normales,
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3.2 Respuesta a estrés inducida por cobre en embriones de pez cebra.

Para determinar si el cobre presente en el medio extraembrionario tiene acceso a los
distintos 6rganos y es capas de aumentar la concentracién de cobre
intracelularmente, se hicieron experimentos con Ia linea transgénica hsp70-gfp.
Existen antecedentes que uno de los grupos de protefnas que se expresan como
respuesta a estrés por varios metales son las proteinas Hsp (Boeck y col, 2003).

Se expusieron embriones transgénicos hsp70-gfp a 100 uM de CuSO, durante 2
horas a 28°C y se comprobé que el CuSO, disuelto en el medio de incubacién
genera un efecto directo sobre la expresién génica en los embriones de pez cebra
tratados. Los embriones que se crecieron en presencia del metal presentaron una alta
expresion de GFP comparado con animales controles (Fig.7). Estos resultados
indican una respuesta de estrés de las larvas frente a la presencia de CuSO,
evidenciada por la activacién del promotor Asp70 y la consecuente expresion de la
proteina fluorescente verde. La expresién de la proteina se distribuyd principalmente
en los somitos y en los ojos. Los embriones controles fueron crecidos en medio E3

1X sin CuSQ,, observindose expresién basal GFP en el cuerpo del embrién.
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control

100 1M
CusSQ,

control

FOO M
CusS0O,

Figura 7 Larvas transgénicas hsp70-gfp de 3.5 dpf expuestas a 100 uM de
CuSO, En panel superior se ven las larvas controles (arriba) y las expuestas a CuSO,
(abajo) con algo de luz para dar la referencia del cuerpo. La cabeza estd hacia la
derecha. El panel inferior muestra las mismas larvas en oscuridad bajo luz UV.

3.3  Necrosis en embriones de pez cebra: naranjo de acridina (NA)

Debido a que en concentraciones altas de cobre se observa opacidad en los
embriones tratados y aparente necrosis, se realizaron observaciones de embriones
tratados con NA la cual permite visualizar células necréticas.

Se realizaron tres experimentos donde se expusieron huevos recién fertilizados a
diferentes concentraciones de sulfato de cobre. Un grupo fue incubado durante 6
dias en medio con 2 uM de CuSO,, otro durante 6 dias en 4 uM y un tercer grupo
durante cuatro horas a 100 uM en estadio 5 dpf. Luego se expusieron a medio con
naranjo acridina durante 1 hora y se analizaron bajo microscopio de luz UV. Los

embriones expuestos a 2 uM de CuSO, presentaron fluorescencia en el drea intestinal
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y en la mandibula inferior. Los embriones que crecieron en 4 uM de CuSO,
presentaron mayor intensidad de fluorescencia que las observadas con 2 uM de
CuSO,, siempre en las mismas regiones de la larva (Fig. 8). Las larvas que
permanecieron cuatro horas en 100 uM de CuSO presentaron fuerte fluorescencia en
la zona intestinal, en la mandibula inferior y en los miisculos. La intensidad de
fluorescencia de las larvas en este tltimo experimento es notoriamente mayor que los
observados con 2 y 4 uM de CuSO. De este experimento se puede deducir una
directa relacién entre el aumento de la necrosis de las larvas con respecto al aumento

de la concentracion de CuSO a la cual se encontraron expuestos.

control
control
100 HM
Figura 8 Necrosis en embriones expuestos a diferentes concentraciones de

CuSO, visualizada con naranjo de acridina. En el panel superior se muestran dos
embriones controles no expuestos a CuSO, y dos embriones expuestos a 2 uM del
metal. Nétese la diferencia en intensidad de fluorescencia en los embriones tratados
en comparacion con los controles. El mismo efecto se puede ver de manera més
evidente en el panel inferior donde se muestra un embrién expuesto a una mayor
concentraciéon de CuSQO, comparado con uno control.
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34  Clonamiento del gen ctrl de pez cebra

Con el fin de realizar estudios genéticos utilizando el transportador de alta afinidad
ctrl de pez cebra, se clond su secuencia completa descrita anteriormente solo de de
manera parcial en éste organismo. Para esto se sintetizé cDNA a partir de RNA
extrafdo de embriones de 48 hpf. Se realizé PCR anidado con el cual se obtuvo un
producto de aproximadamente 650 pb, el cual fue purificado y subclonado en un
vector pGEM-T. Luego de confirmar por medio de PCR y Southern Blot la presencia
del inserto en el DNA de las colonias positivas, los clones se secuenciaron
autométicamente. El producto clonado corresponde a un fragmento de 655 pb el cual
codificé para una protefna putativa de 188 aminodcidos (ntimero de acceso Genbank
AYQ77715), que presenta una identidad de 69% y 70% con ctrl de rata y ctrl de
humano respectivamente. El andlisis de estructura de la protefna se realizé con el

programa Toppred prediction (hitp://bioweb.pasteur.fr). Los resultados indicaron que

la proteina Ctrl de pez cebra presenta tres dominios transmembrana (DTM) de 21
aminodcidos cada uno. Estos resultados coinciden con las regiones predichas para las
protefnas homologas descritas previamente de levadura, ratén y humano. (Puig y
col., 2002, Lee y col., 2000, Moller y col., 2000). La regién amino terminal presenta

64 aminodcidos y la cola carboxilo terminal solo 4 amino4cidos (Fig.9).

3.5  Identificacién del locus genémico y de la estructura genémica del gen
cirl de pez cebra
Con el fin de conocer la estructura genémica del gen ctr] de pez cebra se realizaron

experimentos que permitieron identificar en que cromosoma se encuentra ubicado el
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Figura 9 Secuencia proteica deducida del gen cfrl de pez cebra (zCtrl)
alineado con los ortélogos de rata (rCtrl) y humano (hCtrl). Los asteriscos
muestran identidad entre las secuencias y en rojo metioninas conservadas entre las
especies que tienen importancia funcional. En azul se muestran los dominios

transmembrana (DTM). En la parte inferior de la figura se encuentran indicados los
porcentajes de identidad de las secuencias.

gen y su estructura genémica. Para esto y utilizando la técnica de paneles hibridos se
determind el locus genémico del gen ctr/ de pez cebra. El gen se encuentra en el

brazo largo q del cromosoma 5 entre los marcadores 'z5538' y 'fal2a02.s1' (Fig.10c)
(LOD score promedio 11.23). Se obtuvo también la secuencia genémica completa de

ctrl a partir de las secuencias depositadas en el sitio www.ensembl.org. El

procedimiento fue introducir la secuencia codificante del gen ctr/ de pez cebra a la
base de datos, la cual arroj6 cuatro clones genémicos (nimeros de acceso
2065063909, z06s000695, z06s010442, z06s050234) que presentaron identidad con

la secuencia del cDNA clonada. Mediante la comparacién directa de las secuencias
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se determiné que el gen ctrl de pez cebra contiene cuatro intrones y cinco exones.
Estos dltimos de un tamafio de 164 pb, 140 pb, 73 pb, 130 pb, y 241 pb
respectivamente (Fig.10 a,b). Cada clon genémico contenia un exon diferente, a
excepcion del segundo clon descrito el cual contiene los exones 2 y 3. El codén que
codifica para la metionina inicial se encuentra en el exén 2 ya que el exon 1 no posee
secuencia codificante. El primer dominio transmembrana de la proteina estd
codificado en el exon 4, y los dominios dos y tres en el exon 5. El anélisis de las
secuencias intrénicas demostr6 que se cumple invariablemente la regla GT-AG de
los dadores y aceptores de empalme, como se puede ver en la figura 10 b. En la
figura 11 se comparan las asecuencias genémicas del gen ctrl pez cebra con la

obtenida del gen c#r] de humano.

3.6  Expresion del gen ctrl de pez cebra detectada por RT-PCR

Con en fin de analizar expresién temporal del transportador c#r] en embriones de pez
cebra y saber en que 6rganos se encuentra en adultos, se realizaron estudios de RT-
PCR.

Los resultados obtenidos de la amplificacién del gen ctrl en diferentes estadios
embrionarios muestran que el gen se expresa desde el comienzo del desarrollo, desde
0 hpf (huevos recién fertilizados), indicando una contribucién materna de mRNA de
ctrl al cigoto. Se observa una expresién continua en el tiempo pasando por los
estadios de 5 hpf, 12 hpf, 24 hpf y 48 hpf, y pez adulto (Fig.12a). Se analizé también
la presencia de mRNA del gen en diferentes érganos de pez adulto. Para esto se

realizé un RT-PCR con RNA de branquias, cabeza, ovario y visceras, extraidos de
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Figura 10  Estructura genémica y ubicacién genémica del gen cfrl de pez
cebra. a) Las secuencias genémicas obtenidas de la base de datos se alinearon con
la secuencia del cDNA clonado para la deduccién de la estructura exénica e intrénica
del gen. El ATG inicial de la traduccién se encuentra en el segundo exon; la
secuencia codificante se encuentra en rojo. El dominio transmembrana 1 (DTM1) se
encuentra codificado en el exon 4 y los dominios 2 'y 3 (DTM 2,3) en el exén 5. Los
nimeros indican el tamafio de los intrones en pb. b) Secuencias de unién entre
exones e intrones. Las letras maytsculas en rojo corresponden a secuencias exénicas
y las miniisculas negras a secuencias intrénicas. Las secuencias dadoras de splicing
se encuentran subrayadas. ¢) El gen ctr/ de pez cebra se encuentra ubicado en el
cromosoma 5. En la figura se detallan los marcadores que rodean al gen.
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Figura 11  Comparacién de las secuencias genémicas del gen ctrl de pez
cebra con el humano. Se muestra el ATG del inicio de la transcripcién indicado por
un 1, los codones que codifican para los aminodcidos que flanquean los exones, los
aminoécidos correspondientes y los dominios transmembrana. EX: exon, M:
metionina, Q: glutamina, P: prolina, E: 4cido glutimico, G: glicina. DTM: dominio
transmembrana.
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Figura 12  Expresion del gen ctrl de pez cebra durante el desarrollo
determinado por RT-PCR. a) Expresién de ctrl en diferentes estadfos del
desarrollo analizados por medio de la técnica de RT-PCR. Se extrajo RNA total de
embiones en los estadios indicados. Se obtuvo la banda de tamafio esperado en todos
los estadios analizados. b) Expresién del gen ctr] en diferentes tejidos de adulto. Se
prepar6 RNA total de los tejidos analizados, de embriones de 24 hpf y 5dpf, y de
adulto (ad) para realizar el RT-PCR (panel superior). Se analizaron las mismas
muestras para RNA de -actina como control de expresién (panel inferior). hpf:horas
post fertilizacién, dpf: dfas post fertilizacién. (br: branquias, ca: cabeza, ov: ovarios,
vi:viseras).

una hembra de 1 afio de edad (Fig.12b). Los resultados muestran presencia del gen
en todos los érganos analizados, pero con una clara diferencia de intensidad en la

expresion. Para poder interpretar mejor estos resultados, se realizé paralelamente un
RT-PCR amplificando el gen de B-actina de los mismos RNAs analizados
anteriormente (Fig.12b). Este mensajero es constante en todo el organismo (Chen y
col, 2002) lo cual permite determinar si las diferencias de intensidad en la expresién
del gen c#rl se puede atribuir especificamente a la cantidad de RNA del gen presente

en el organo analizado y no a artefactos de la técnica de extraccién. Como era de
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esperar, la cantidad de RNA de B-actina en los diferentes 6rganos estudiados fue
constante a diferencia de los resultados observados para el gen del transportador, lo
cual sugiere que existe mayor cantidad de RNA de ctr/ en el higado e intestino del
pez adulto en comparacién con la cantidad detectada en branquias, ovarios y cabeza.
En estos érganos se observa intensidad de banda relativamente similar entre ellos.

(Fig.12b)

3.7 Expresién del gen ctrl en embriones de pez cebra detectada por
hibridacion ir situ

Para determinar la distribucién espacial del mRNA de ctr! en embriones y larvas de
pez cebra se realizaron experimentos de hibridacién in situ en diferentes estadios del
desarrollo. Los experimentos se realizaron con embriones fijados en 5 hpf, 14 hpf, 24
hpf, 48 hpf y 3.5 dpf. La concentracién de la sonda antisentido utilizada fue de 1,0
pg/ml. En embriones de 16 hpf (Fig. 13 a) la marca fue ubicua, reveldndose
rapidamente y de forma homogénea en todo el embrién. En embriones de 24hpf
(Fig.13b-g) se observé una marca localizada en la regién veniral adyacente al vitelo
y en la cabeza del embrién, observdndose una tincién cada vez més débil hacia la
regi6n dorsal. La Figura 13c muestra un embrién de 24 hpf, vista frontal, en el cual
se puede ver con claridad la marca situada principalmente en el territorio anterior del
cerebro. Con el propésito de analizar con detalle la expresién de ctri, se realizaron
cortes transversales de los embriones hibridados. Como se puede ver en la figura 13
d-f, el color azul caracteristico de la marca de hibridacién marcé de manera mis
intensa en el drea ventral del embridn, la cual daré origen al sistema digestivo. En la

figura 13g se observé marca principalmente en el cerebro anterior. En embriones de
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48 hpf (Fig.13h,i) se observé expresién leve en la cabeza del embrién y fuerte en el
drea ventral, siendo m4s marcada en la zona vecina al vitelo, disminuyendo hacia la
regién dorsal del embridn, en un patrén similar al obtenido en embriones de 24 hpf.
Cortes longitudinales de embriones mostraron expresién de ctr] en el limite ventral
del embridn, en contacto con el vitelo asi como en la region anterior de la cabeza
(Fig.131).

Embriones de 3,5 dpf presentaron una fuerte marca localizada en el drea de las
visceras (Fig.13j) la cual puede observarse claramente en cortes transversales de
embriones de este estadio (Fig.13k,]). El 4rea marcada revela una tincién més fuerte
al lado izquierdo del embridn, lo que podria corresponder al intestino. La marca fue
débil en los somitos, disminuyendo hacia la cola. La cabeza presentd expresion de
ctrl en el drea cerebral, pero débil en comparacién con la observada en los
experimentos anteriores. Se detecté tincién leve a lo largo de toda la notocorda, lo
que también se confirmé en los cortes transversales (Fig.13k-1). Los resultados
obtenidos con la sonda control fueron negativos, no observindose marcas en el

embridn.

3.8  Interferencia de la funcién de ctrl mediante oligonucleétidos

Antisentido MOctrl1).

Con el fin de comprobar que el oligonucleétido antisentido para ctrl (MOctrl) de
pez cebra inhibe la expresién de la protefna en los experimentos de anglisis de
funcién descritos en el punto 2.2.12, se realizaron experimentos de inmunomarcaje

de la protefna en presencia y en ausencia de MOctr] en embriones de 24 hpf. Para
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Figura 13  Hibridacion in situ de ctrl de pez cebra. Se analizé la distribucién
del mensajero de cfrl en diferentes estadios embrionarios. a) 16 hpf; b-g) 24 hpf;
h) 40 hpf; i-1) 3,5 dpf. En estadios tempranos la expresién de ctr/ es ubicua (a)
ventralizandose en embriogénesis tardia (b-g). d-f) Cortes transversales a 24 hpf
presentando fuerte tincién cerca del vitelo (flecha en d), alrededor de la notocorda en
f, g) corte oblicuo (representado por la linea blanca en b) de la cabeza de un embrién
de 24 hpf presentando expresién en el cerebro anterior y en el drea nasal, o: ojo, na:
nariz. La expresion ventral permanece hasta las 40 hpf (flecha en h). Los embriones
de 3.5 dpf muestran expresién restringida en el intestino, vista lateral (j, panel
superior) y vista dorsal (j, panel inferior). Esta expresién también se puede ver en
cortes longitudinal (flecha en i) y transversal (flecha en k; mayor amplificacién en 1)
v: vitelo, ve: ventriculo, vo: vesicula 6tica, n: notocorda, tn: tubo neural.




52

esto se generd un constructo que contiene el gen cirl fusionado en el mismo marco
de lectura con seis copias del péptido Myc humano, reconocible por el anticuerpo
anti-myc. Se utilizan seis copias ya que estd estandarizado que as{ es suficiente y
segura la deteccién por medio del anticuerpo. Se transcribié RNA in vitro de este
constructo. Se inyectaron 50 embriones en estadfo de una célula con RNA ctrl-mycy
50 fueron coinyectados con RNA ctri-myc junto con el MOctr! de pez cebra. Los
embriones se dejaron crecer hasta 20 hpf y se fijaron durante dos horas en PFA 4%
para luego realizar inmunomarcaje. Los resultados mostraron una clara inhibicién de
la expresién del gen cir] por parte del MOctr!. Los embriones que fueron inyectados
con RNA ctrl-myc revelaron marcas caracteristicas del reconocimiento del
anticuerpo con su epitope Myc (Fig 14 a,b). Estos resultados indican que el RNA
ctrl-myc fue traducido de manera correcta generando epitopes reconocibles por el
anticuerpo. Como era de esperar, los embriones que fueron coinyectados con RNA
ctrl-myc y MOctrl no presentaron marca comparable (Fig 14 ¢,d), indicando una

inhibicién a nivel traduccional por parte del morfolino.

3.9 Falta de funcién del gen ctrl de pez cebra: analisis fenotipico.

Con el fin de estudiar los efectos de la ausencia del gen ctrl de pez cebra en el
desarrollo de embriones y larvas de pez cebra, se realizaron experimentos de falta de
funcién con morfolinos antisentido. Para esto se inyectaron huevos recién fertilizados
en estadio de una célula con el morfolino ctrl de pez cebra a una concentracion de
0.5 mM utilizando un microinyector. Se inyectaron aproximadamente 10 nanolitros
por huevo, 5 picomoles por embrién. Los embriones tratados presentaron un

desarrollo normal hasta 24 hpf, Pasado este perfodo comenzaron a presentar necrosis
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Ctr1-Myc Ctr1-Mye + MO cir!

Figura 14  Bloqueo especifico de la sintesis de proteina Ctrl de pez cebra por
el morfolino anti-ctrl. Los embriones fueron inyectados con RNA codificante del
gen ctrl fusionado al epitope myc (a y b) o con este RNA y el MOctr/ (¢ y d).
Fueron fijados y marcados con el anticuerpo contra la proteina myc a 24hpf. a) y ¢)
embriones representativos a mayor aumento. b) y d) Imagen de ambos grupos de
embriones tratados. Nétese la ausencia de tincién en los embriones coinyectados.

principalmente en la cabeza, observandose también disminucién del tamaiio de los

ojos y atraso generalizado en el desarrollo en comparacién con embriones normales.
Embriones de 3 dpf presentaron un fenotipo anormal observdndose curvamiento
ventral de la cola, dificultad en motilidad y necrosis generalizada, lo cual termind

siendo fatal para el embrién a los 3 y 4 dpf (Figs.15y 16).




Figura 15  Inyeccién de morfolinos en estadio 3 dpf. a) Control, no inyectado,
b) embrién inyectado con el colorante rojo de fenol como segundo control, ¢) MO
control, embrién inyectado con morfolino antisentido control, d) MO ctr/: embrién
inyectado con morfolino ctr/ de pez cebra

3.10 Muerte celular en embriones morfantes

Debido a la opacidad observada en los embriones inyectados con MOctrl se
realizaron estudios de necrosis exponiendo a los morfantes al reactivo naranjo de
acridino.

Por medio de esta tincién se analizé la muerte celular en embriones vivos de 3 dpf
que presentaban el fenotipo morfante caracteristico. Los embriones presentaron
muerte celular generalizada, observandose una mayor intensidad en la cabeza y en el

tubo neural (Fig. 16).
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Figura 16 Embrién control y morfante de 3 dpf tefidos con naranjo de
acridina. Embrién control (superior en el recuadro) y morfante (inferior en el
recuadro). La fluorescencia verde muestra la existencia de necrosis celular detectada
por el reactivo. Nétese la diferencia de intensidad del morfante respecto al control
principalmente en el drea del cerebro indicado por la flecha blanca y en el tubo
neural indicado con la cabeza de flecha.
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4. DISCUSION

La adquisicién de cobre proveniente de la dieta y su subsecuente distribucion hacia
6rganos y tejidos es un punto critico para proveer la cantidad necesaria del metal a
una importante gama de enzimas dependientes de cobre. Investigaciones recientes
han descrito mecanismos relacionados con la distribuci6n, compartimentalizacion y
eliminacién de cobre en levadura y mamiferos, sin embargo se sabe muy poco acerca
de la absorcién de cobre en los organismos. En la presente tesis se ha demostrado
que el gen del transportador de alta afinidad Ctrl, candidato a ser el principal
responsable en la absorcién de cobre celular, tiene un ortélogo en el pez cebra. A
pesar de que hasta el momento no se han asociado deficiencias o enfermedades con
mutaciones en el gen ctrl, el clonamiento e identificacién de la secuencia genémica
del gen en el pez cebra puede facilitar en gran manera estudios relacionados con
posibles mutaciones en el transportador. Sin embargo, el hecho de que los embriones
que sufren la pérdida completa del gen no son viables explicarfa porque no existen
hasta hoy posibles enfermedades atribuibles a mutaciones en ctrl. Por otra parte,
validar al pez cebra como un modelo para estudios relacionados con el ion cobre
permite obtener una poderosa herramienta para avanzar en el conocimiento de la

homeostasis de éste y otros metales.

41  Efectos morfolégicos y moleculares en embriones expuestos a CuSO,
La adquisicién de cobre a través de la membrana plasmdtica y su posterior
distribucién subcelular son procesos criticos para proveer el metal a las diferentes

enzimas y proteinas que lo requieren para su normal funcionamiento. Es sabido que
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altas concentraciones de cobre intracelular causan dafios al metabolismo dado el alto
poder oxidativo de este metal. Sin embargo, es menos conocido el efecto que tiene
este ion cuando se encuentra presente fuera del organismo durante la embriogénesis.
Como primera aproximacién a este problema, se evalud el efecto de diversas
concentraciones de CuSO, en el medio de cultivo sobre el desarrollo de embriones y
larvas de pez cebra. Analizando pardmetros morfolégicos como indicadores de dafios
generados por el sulfato de cobre en los embriones, se observé que las
concentraciones de cobre desde 10 uM en el medio afectan el desarrollo normal de
los embriones, generdndose edemas pericdrdicos, problemas de motilidad y
disminucién en la capacidad de reaccién frente a estimulos externos. A
concentraciones mas bajas, 2-4 uM, se pudieron observar efectos en el desarrollo
tardio, como incapacidad de eclosionar y una frecuencia mayor a la normal de
ausencia de vejiga natatoria. Este defecto aumenta consistentemente en frecuencia al
aumentar progresivamente la concentracién de cobre en el medio. Al no inflarse la
vejiga natatoria, los embriones no son capaces de mantener una correcta Iinea de
flotacién y mueren antes de los 10 dias post fertilizacién. Presumiblemente estos
embriones son incapaces de conseguir alimento una vez que el vitelo deja de
proveetles los nutrientes. Los efectos descritos en este trabajo de animales expuestos
a excesos de cobre pueden deberse a diversas alteraciones como por ejemplo la
liberacién de radicales libres en tejidos donde se acumula el metal, la inhibicién de
enzimas digestivas y la reduccién en la motilidad de las visceras, todos efectos
descritos previamente (Woodward y col, 1995). Se ha descrito también que altas
concentraciones intracelulares del ion en peces puede afectar la accién de las

branquias generando uma perturbacién en la homeostasis de sodio (Laurén and
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McDonald, 1985), lo que podria traducirse en los problemas de motilidad que
observamos en los peces tratados. Por otra parte, se observé que los embriones no
pueden eclosionar al ser expuestos a diferentes concentraciones del metal incluyendo
la més baja utilizada. Esto indica que todas las concentraciones utilizadas en los
experimentos aqui descritos son, en la prictica, letales para los embriones ya que al
no poder salir del corion no son capaces de sobrevivir. En general, los niveles de
cobre subletales utilizados en estos estudios (embriones descorionados) son
comparables a concentraciones reportadas en otros estudios de peces expuestos a
cobre (De Boeck y col, 2002). En cuanto a las concentraciones utilizadas en nuestros
experimentos con larvas de peces cebra y comparando con trabajos realizados en
otros organismos, se puede concluir que las concentraciones de cobre utilizadas en
otros modelos han sido mucho més elevadas para poder obtener un efecto téxico. Se
ha descrito que el LC50 del sulfato de cobre para los caracoles de agua es de 0,39
mg/Lt, es decir 1,56 mM. Estudios indican que trabajos en cultivos celulares
requieren mds de 800 pM de CuSO, para observar efectos t6xicos, de la misma
manera, estudios en animales superiores como el ratén utilizan concentraciones
letales tan elevadas como 472 mg/Kg, describiéndose también propiedades
carcinogénicas de CuSO, en pollo a concentraciones de 10 mg/Kg/dia
(ace.ace.orst.edu/info/extoxnet/pips/coppersu.htm). Si comparamos estos datos con
las condiciones de trabajo descritas en la presente tesis se puede concluir que los
peces son animales altamente sensibles a la exposicién del metal en comparacién con
otros organismos, situando al pez cebra como un excelente modelo para estudios de

toxicidad de cobre y como un posible biosensor de alta efectividad.
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Con el fin de realizar estudios que permitieran identificar los efectos a nivel de la
expresin génica generados por un exceso de cobre en el medio sobre embriones y
larvas de pez cebra, se realizaron estudios con la linea transgénica hsp70-gfp. Estos
animales llevan codificado en su genoma la protefna fluorescente verde (GFP) rio
abajo del promotor de la proteina de estrés térmico Hsp70. Los resultados obtenidos
con los embriones sp70-gfp indican que al ser expuestos a altas concentraciones de
sulfato de cobre (100 uM) se activa el promotor de estrés observandose expresion de
la protefna reportera en los animales transgénicos. Esto muestra que los embriones y
larvas son capaces de sensar a nivel intracelular el cobre externo, indicando que el
exceso del metal presente en el medio ingresa a las células de las larvas. El ingreso
de cobre, por mecanismos de transporte activo o pasivo, genera estrés intracelular, tal
vez por la acumulacién del metal y su fuerte capacidad oxidativa. Como es bien
sabido, el cobre posee fuertes propiedades redox lo cual lo hacen altamente toxico y
puede llegar a ser letal en exceso dentro de la célula. El estrés celular que
observamos, reflejado por la activacién de la proteina fluorescente verde, podria
deberse a esta capacidad oxidativa que posee el metal lo que podria estar generando
liberacién de radicales hidroxilo que dafian componentes celulares como son los
4cidos nucleicos. Por otra parte, el cobre posee una alta afinidad por proteinas ricas
en histidina, metionina y cistefna, por lo que al encontrarse en exceso podria estar
uniéndose a ellas alterando su normal funcionamiento. Este aumento en la expresion
de la proteina Gfp generada por un exceso de cobre concuerda con los resultados
obtenidos en experimentos realizados en carpa, Cyprinus carpio (De Boeck y col,
2002). Se ha descrito también que en peces los niveles constitutivos de las proteinas

Hsp son bastante elevados, lo cual podria deberse a fluctuaciones normales del
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ambiente al que se ven expuestos (Fader y col, 1994, Misra y col, 1989). Por otra
parte, se ha descrito también en cultivos celulares de peces que existe un aumento
substancial de la protefna Hsp inducida por contaminantes ambientales (Iwama y col,
1998). El hecho de que las larvas de pez cebra puedan captar a nivel génico el exceso
de cobre externo hace del modelo una herramienta poderosa para estudios de

toxicidad no solo a nivel celular si no también a nivel subcelular o molecular.

Deteccién de necrosis en embriones expuestos a cobre.

Para determinar si hay muerte celular como consecuencia de la exposicién a CuSO,
en los embriones de pez cebra se realizaron experimentos de tincion con naranjo de
acridino (NA). El NA (N,N,N’ N’-Tetramethyl-3,6-acridinediamine) se intercala en
el DNA de simple hebra y fluoresce al ser expuesto a la luz ultravioleta. El NA de
carga positiva interactia con el 4cido nucleico y neutraliza al DNA generando un
complejo hidrofébico el cual precipita. Los resultados indican que hay un aumento
consistente de la fluorescencia acorde al aumento de concentracién de sulfato de
cobre a la cual se ven expuestos los embriones. Esto demuestra que desde las
concentraciones mds bajas analizadas (2 #M) el embridn sufre dafio celular en tejidos
y estructuras especificas como son el intestino y la mandibula. Exposicién a 100 uM
de CuSO de larvas por un perfodo corto de tiempo (2-4 hrs) es suficiente para inducir
una fuerte respuesta de necrosis en los animales tratados, observandose necrosis en
mayor grado en misculo, en la parte inferior de la cabeza, la zona ventral del
embrién y la cola. Estos resultados indican que el dafio observado a bajas
concentraciones de CuSO, se expande por el organismo a medida que aumenta la

concentracién del ion a la cual se ven expuestos los animales. Los resultados
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obtenidos en estos experimentos concuerdan con los descritos en el pez tropical
Prochilodus scrofa, los cuales al ser expuestos a 0.12 pM de cobre presentaron

degeneracién celular producida por necrosis y apoptosis (Mazon y col, 2002).

4.3 Clonamiento y caracterizacion génica del transportador Ctrl de pez cebra,
El gen del transportador Ctrl ha sido descrito y clonado en diversos organismos
como son la levadura, el ratén y el humano. El gen ha sido caracterizado y utilizado
para realizar estudios de funcién a nivel celular y genético debido a que los
mecanismos moleculares responsables de la absorcién de cobre son bastantes
desconocidos, a diferencia de los mecanismos relacionados con la exportacién de
cobre de la célula, de lo cual se tiene un mayor conocimiento (Vulpe y col., 1993,
Mercer y col., 1993). Recientemente, el pez cebra ha surgido como un excelente
modelo de investigacién principalmente por su ficil manipulacién y por la
secuenciacién completa de su genoma, transformdndose en un modelo interesante
para la realizacién de estudios de homeostasis de metales. Teniendo esto en
consideracién, los trabajos moleculares de la presente tesis se centraron en el
clonamiento y caracterizacién del gen ctrl de pez cebra, de manera de obtener una
herramienta genética para los futuros estudios de efectos del cobre en el desarrollo de
embriones y larvas de pez cebra. Para esto, lo primero que se hizo fue clonar la
secuencia nucleotfdica del gen, y luego de obtenida esta se obtuvo la secuencia
proteica deducida. Al comparar las secuencias proteicas del transportador Cirl de
humano, rata y la obtenida en este trabajo, se observé que en ¢l extremo amino
terminal presentaban gran homologfa (80,9 % de identidad), al igual que los

dominios transmembrana 2 y 3 los cuales presentaron valores de 85,7 % y 95,2 % de
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identidad respectivamente. Estos resultados concuerdan con la comparacién de
secuencias del gen ctrl de levadura, ratén, Arabidopsis thaliana 'y humano, las
cuales describen una regién amino terminal variable incluyendo el primer dominio
transmembrana y dos regiones restantes altamente conservadas, incluyendo los dos
Giltimos dominios transmembrana (Puig y col., 2002). Por otra parte, se han descrito
tres metioninas conservadas en todas las proteinas de la familia c#r conocidas hasta
ahora, las cuales parecen cumplir una funcién importante para el normal
funcionamiento del transportador (Puig y col., 2002).

Gracias a la reciente secuenciacién completa del genoma de pez cebra fue posible
obtener la estructura gendémica y la ubicacién del locus genético del transportador
Cirl de manera de realizar una completa caracterizacién génica de ctri. Al comparar
la secuencia de cDNA de ctrl de pez cebra clonada y descrita en este trabajo con
secuencias genémicas del pez cebra, se identific6 solamente un gen con secuencia
homologa al transportador de cobre. No se identificaron mds genes pertenecientes a
la familia ctr como los descritos en humano (ctr2) y en levadura (ctr2 y ctr3). El gen
ctr] de pez cebra posee cinco exones, encontrdndose el inicio de la transcripcién en
el segundo exdn, lo cual concuerda con los resultados descritos por Lee y col. (2000)
donde se menciona a lo menos un exon en el extremo 5” no codificante en ratén
(metrl). Al igual que ctrl de pez cebray ctrl de raton, logramos determinar que ctrl
de humano también posee un primer exon no codificante (datos no publicados). Por
otra parte, si se comparan las estructuras genémicas de ctrl de pez cebra con la
secuencia genémica humana (Fig. 11) se observan grandes similitudes tanto en la
cantidad de exones e intrones, como en la distribucién de los dominios

transmembrana y los aminodcidos que se encuentran en los puntos de quiebre entre
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exones. Analizando en detalle este dltimo punto, existe entre ambas secuencias solo
un amino4cido diferente de los que flanquean los exones, una prolina en el exon 3 de
humano a diferencia de una glutamina al comienzo del exon 3 de pez cebra. En la
figura 11 se pueden ver también los codones que codifican para los aminoécidos que
flanquean los exones, la metionina inicial en ambos casos en el exon 2 y los tres
dominios transmembrana. Todos estos resultados indican que la similitud de las
secuencias del gen ctrl de pez y humano no solo se observa en sus cDNAs, si no
también en las estructuras génicas de ambas especies, lo que permite asegurar que el
gen clonado en este trabajo corresponde al transportador de alta afinidad Ctrl.
Buisquedas adicionales en la base de datos no encontraron mds homdlogos de cirl en
pez cebra, Estos resultados también remarcan el alto grado de conservacion de las
proteinas de los diferentes organismos, lo cual se transforma en una importante
herramienta para futuros estudios ya sea comparativos o bien con fines terapéuticos.

Por medio de la técnica de paneles hibridos fue posible determinar que el gen czrl se
encuentra codificado en el cromosoma 5 de pez cebra; el transportador humano se
ubica en el cromosoma 9 (Zhou y col., 1997) y el de ratdn, se encuentra en el
cromosoma 4 (Lee y col., 2000). Es posible que existan regiones sinténicas (regiones
conservadas entre cromosomas diferentes) entre estos cromosomas las cuales podrian
generar informacién importante acerca de la organizacién genética en las diferentes
especies analizadas y de la relacién que puede existir entre ellas con relacién a los

genes ctr y la regulacién de su expresion.
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4.4  Anilisis de expresién espacio-temporal del gen cfr de pez cebra.

Por medio de los experimentos de hibridacién in situ fue posible analizar la
expresién espacial del gen ctrl en embriones de pez cebra. Como se muestra en la
figura 13, la expresion varfa a lo largo del desarrollo, siendo ubicua y homogénea en
el primer estadio analizado (16 hpf) debiéndose probablemente a la herencia del
mensajero materno, restringiéndose progresivamente a la region ventral del embridn,
terminando predominantemente en la regién intestinal en larvas de 3.5 dpf. Con las
marcas restringidas al drea ventral obtenidas en las larvas de 3.5 dpf no se puede
afirmar que el transportador se expresa exclusivamente en ese tejido ya que la técnica
de hibridacién in situ en larvas de mds de dos dfas es dificil de lograr. Esto se debe a
que el cuerpo se hace cada vez menos permeable a la entrada de la sonda de RNA y
del anticuerpo, por lo que podria estar marcdndose solo la region que expresan el gen
con mayor intensidad. Por otra parte, €l hecho de que la expresién de ctrl en los
primeros estadios sea ubicua no significa necesariamente que el gen sea esencial en
todas las regiones embrionarias. El intestino del pez cebra contintda expresando
fuertemente ¢l mensajero de ctrl hasta la edad adulta, como puede verse en los
resultados obtenidos en los RT-PCR. Los resultados de las hibridaciones in situ
concuerdan con los obtenidos en hibridaciones de ctrl realizadas en ratén (Kuo y
col., 2001), resultados que describen expresién difusa y ubicua en los estadios
tempranos, restringiéndose cada vez mds en tejidos especificos desde el estadio
E16.5, incluyendo intestino, higado, somitos y el plexo corioide. Ya en E18.5
describen expresién especifica en intestino y rifién. La similitud en las expresiones
de ambos organismos podrfa indicar que tal vez en un principio Ctrl es requerido en

altos niveles en todas las células, pero que después de la organogénesis las funciones
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mds importantes de absorcién de cobre se localizan en las viseras y 6rganos
asociados. Estudios previos en teleésteos, especialmente en trucha, han indicado que
la absorcién de cobre ocurre via branquias en el caso de cobre disuelto en el medio
(Grosell y Wood, 2002), o bien via intestino en el caso del cobre proveniente de la
dieta (Clearwater y col, 2000). A niveles normales de cobre en el agua y en la dieta la
via predominante de absorcién parece ser ¢l intestino (Kamunde y col, 2002b). Sin
embargo, en caso de alteraciones existen mecanismos compensatorios que regulan la
absorcién de cobre en ambos tejidos, particularmente en las branquias, existiendo
interaccién entre ambos sistemas (Kamunde y col, 2002 a y b). Existen también
estudios que se refieren a los mecanismos de transporte existentes en el intestino de
los peces. La absorcién de cobre a través de la membrana apical de los enterocitos
puede ser por medio de difusi6n simple, pero la transferencia del metal a través de la
membrana basolateral hacia la sangre es un mecanismo altamente regulado
(Clearwater y col, 2000). El hecho de que los resultados aquf descritos demuestren
que el intestino posee la mayor expresion de ctrl en estadios larvales, sugiere que el
transporte de cobre proveniente de la dieta podria ser mediado por la proteina Ctrl.
En el caso de las agallas, Grosell y Wood (2002) proponen que parte del cobre que
entra a la circulacién proveniente desde el medio es transportado a través de una via
apical de canales de sodio. Sus estudios muesiran que el transporte de cobre es
competitivamente inhibido por sodio y por bloqueadores de éstos canales. Sin
embargo, también existe en las branquias transporte de cobre independiente de sodio,
y la protefna Ctrl ha sido propuesta como un posible mecanismo responsable
(Grosell y Wood, 2002). Los resultados obtenidos en este trabajo con los

experimentos de RT-PCR muestran presencia de mRNA de ctrl en branquias, sin
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embargo experimentos fisiolégicos y de andlisis de protefna son requeridos para
identificar el rol exacto que juega Ctrl en este proceso. Los resultados obtenidos con
el pez cebra son consistentes también con la funcién que hasta ahora se le conoce al
transportador Ctrl en humano (Pefia y col., 1999). En humano, el transportador juega
un rol fundamental en la internalizacién de cobre proveniente de la dieta hacia las
células intestinales, expresdndose también en rifién e higado, donde estaria
cumpliendo funciones que aun no estdn claramente definidas.

El an4lisis de expresién temporal del gen ctrl fue realizado a través de la técnica de
RT-PCR, con la cual fue posible corroborar algunos resultados obtenidos en la
hibridacién in situ. Por medio de ambas técnicas se pudo observar la presencia del
gen desde estadios tempranos a diferencia de la expresién descrita en ratén, la cual
comienza a ser evidente desde E12.5 (Kuo y col,, 2001), equivalente a 48 horas post
fertilizacién en el pez cebra. Los resultados del RT-PCR revelan presencia de RNA
del gen ctrl en embriones desde 0 hpf, indicando existencia de RNA materno. Con
los resultados obtenidos en el resto de los estadfos analizados se puede concluir que
el RNA del gen esté presente en las larvas a lo largo de todo el desarrollo hasta la
edad adulta, y que se expresa a lo menos en ovarios, cabeza, visceras y branquias.
Estos resultados concuerdan con los andlisis de expresién del gen realizados en
diferentes 6rganos y tejidos en embriones de raton (Lee y col., 2000), los cuales
indican presencia del transportador a niveles 20 veces mds elevados en higado y
fifién. De manera similar, los resultados del andlisis temporal en larvas de pez cebra
indican una clara diferencia en la intensidad de expresion del gen en los diferentes
tejidos, obteniéndose mayor expresién en las viseras de las larvas. Para poder

interpretar las intensidades de expresion obtenida en los diferentes 6rganos se realizé
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un RT-PCR con la proteina B-actina, la cual presenta und expresioén constante en
todos los tejidos (Chen y col., 2002). Estos experimentos no permiten hacer un
andlisis cuantitativo de la expresién de ctrl, sin embargo, los resultados de los RT-
PCR fueron consistentes en tres experimentos independientes, por lo que es posible
considerar que existe expresion diferencial del gen en los érganos analizados. Estos
resultados se ven apoyados en los resultados obtenidos en la hibridacién in situ
descrita anteriormente. Es probable que Ctrl se encuenire cn todas las células de los
organismos debido a la necesidad de incorporar un nutriente tan esencial como es el
cobre, pero tal vez la absorcién del metal proveniente de la dieta requiere mayores
niveles de transcripeién del transportador en el intestino 1a cual asegure el correcto
funcionamiento del mecanismo homeostatico.

4.5 Pérdida de funcién del gen ctrl.

Los morfolinos (MOs) son oligos antisentido de DNA los cuales al hibridar con el
RNA del gen blanco, forman una doble hebra. El mRNA complementario al MO, no
puede ser traducido a proteina por la magquinaria celular, si el oligo estd dirigido
contra la metionina inicial. De esta manera es posible hacer estudios de falta de
funcién y analizar la jmportancia que tiene el gen de interés en el desarrollo
embrionario. Es importante aclarar que esta técnica no necesariamente asegura
eliminar por completo la existencia de la proteina en la célula. El efecto puede
depender de la dosis de morfolino administrada y la correcta distribucion de éste en
las células. Una alta concentracién del oligo podria generar efectos inespecificos los
cuales deben ser controlados de manera de evitar resultados que no reflejen la
pérdida de funcién del gen en estudio. En los peces morfantes para cirl, las

estructuras més evidentemente afectadas son la cabeza, los ojos y el sistema
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nervioso, todos probablemente debido a muerte celular en estos tejidos, evidenciado
por las tinciones con NA. Estos tejidos coinciden con los que presentan mayores
niveles de expresién del mensajero de czrl.

En estudios iniciales en que se describen las proteinas Ctr se demostré in vitro y en
cultivos celulares que éstas pueden funcionar como transportadores de cobre aunque
no se ha comprobado que presenten esta funcién in vive. Kuo y col, (2001) y Lee y
col, (2001) realizaron estudios de falta de funcién dirigidos hacia ctr] murino por
medio de la técnica de knock out (KO). Analizando los heterocigotos ctrl+{- se
observé que los niveles de cobre en higado y cerebro eran la mitad de lo normal, lo
cual concuerda con la funcién de Cirl de permitir la incorporacién de cobre en
dichos érganos. Fenotfpicamente, y en condiciones de niveles de cobre normales en
la dieta, los heterocigotos son indistinguibles de los ratones controles. Sin embargo,
los homocigotos (ctr! -/-) no son viables y mueren in 1itero. Bl tiempo de vida del
embrién mutante en gestacién varfa entre el dia 9.5-10.5 y en todos los casos los
embriones presentan serias anormalidades en el desarrollo y un severo retardo en el
crecimiento desde el dia 6.5, Estos resultados demuestran un rol esencial de Ctrl en
las etapas tempranas del desarrollo embrionario. Con estos resultados se puede
concluir que el cobre es un elemento limitante para funciones tempranas en el
desarrollo. A pesar de que las enzimas que contienen cobre son altamente
especializadas y esenciales, ninguna de ellas ha demostrado ser responsable directa
de 1a letalidad embrionaria observada en los ratones KO. Se ha mencionado que la
lisil oxidasa podria tener una funcién importante en la formacién de las estructuras
embrionarias, y que debido a su mal funcionamiento los embriones homocigotos no

son capaces de gastrular (Kuo y col, 2001).
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Existen dos hipétesis alternativas con respecto a los resultados de los experimentos
con KO. Ambos grupos modificaron el locus ctr! murino reemplazando el gen con
una nueva unidad transcripcional. Es posible que la letalidad embrionaria no sea
efecto de la pérdida de ctrl, si no més bien de la alteracién en la expresién de algiin
otro gen préximo a c#rl. En uno de los trabajos publicados (Lee y col., 2001) se
menciona que se rescataron los animales KO a través de la expresién transgénica de
ctrl, sin embargo los resultados no han sido publicados.

A pesar de que ctr] murino funciona como transportador de cobre, es posible que
también funcione como transportador de otros metales como niquel o zinc (se sabe
que el cobre compite con el zinc en Ia absorcién intestinal, Bury y col, 2002). No se
tiene claro si el niquel es necesario para el metabolismo de mamiferos, pero sin duda
requieren zinc y se sabe muy poco de como entra en las células. Podria ser que el
zinc sea esencial en etapas embrionarias tempranas cuando el tnico medio de
transporte disponible es Ctrl. Si la letalidad embrionaria temprana estd realmente
celacionada con deficiencia en cobre, es razonable concluir que Ctrl es el
transportador responsable para la absorcién de cobre en mamiferos, al menos, en la
embriogénesis temprana. Refiriéndose a la esencialidad del transportador se puede
decir que los resultados obtenidos por los laboratorios que realizaron el ratén KO
indican que los embriones que no presentan ctr] mueren muy tempranamente, pero
sin embargo, los cultivos celulares homocigotos demuestran que a pesar de la
carencia del transportador, son capaces de ingresar cobre y de mantener una baja
actividad en las enzimas que requieren del metal para su normal funcionamiento.
Esto podrfa deberse a la existencia de un sistema de transporte independiente de

Ctrl. (Lee y col., 2002)
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En comparacién con las interpretaciones de los resultados obtenidos en los
experimentos con ratones KO, los resultados obtenidos en el pez cebra utilizando la
técnica de morfolinos presentan diferencias evidentes. Los embriones inyectados con
el antisense son capaces de desarrollarse normalmente hasta las 24 hpf
(organogénesis), por lo que el proceso tempraino de desarrollo no se ve afectado con
la disminucién o pérdida total en la cantidad de transportador celular. Sin embargo,
pasadas las 24 hpf el embrién comienza a presentar defectos evidentes los cuales
terminan por ser fatales a los 3 dpf. De esta manera se puede decir que, segiin los
resultados expuestos en este trabajo, cirl es esencial para el normal desarrollo de
embriones de pez cebra posterior a las 24 hpf. El hecho de que los embriones
inyectados no mueran durante las etapas tempranas de desarrollo como ocurre con
los ratones podria deberse a que existe RNA de ctr] materno, aportando una cantidad
de protefna suficiente para llevar al embrién hasta las 24 hpf, decayendo luego en
estadfos mds tardios al no haber sintesis de novo. Una hipotesis alternativa podria ser
la existencia de un reservorio de cobre materno en el vitelo o intracelular que permita
un normal desarrollo embrionario hasta las 24 hpf. También es probable que existan
mecanismos alternativos de absorcién de cobre independientes de Ctrl (ver por
ejemplo Lee y col, 2002). Por otra parte, es posible que los embriones de peces cebra
sean mds tolerantes a las irregularidades homeostaticas en comparacién con los
embriones de rata, particularmente si consideramos que los peces crecen y §e
desarroflan en medios mds adversos, variables y desprotegidos que los embriones de
marmniferos. También puede deberse simplemenie a que los requerimientos de cobre
de los peces sea menor. Estudios mds detallados acerca del requerimiento del metal

en peces ayudarfan a aclarar este punto.
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5. Conclusiones

- Se describieron los efectos observados en larvas de pez cebra generados por
diferentes concentraciones de CuSO, disueltas en el medio de crecimiento. Se
observé una directa relacién entre el efecto morfolégico y dafio celular en las larvas
frente a un aumento en las concentraciones utilizadas. Por otro lado también se
demostré que las larvas expuestas a CuSO, son capaces de captar a nivel génico el
exceso del ion, evidenciado en este trabajo por la activacion del promotor Asp70.

- El transportador de alta afinidad Ctrl presenta un homélogo en el pez cebra, el cual
tiene una secuencia, estructura génica, expresion temporal y espacial conservada
comparable a las descritas en modelos mamiferos.

- La falta de expresién de la proteina Ctrl de pez cebra demostré que ¢l transportador
es esencial para la sobrevivencia de los embriones después de las 24 hpf,
corroborando asi su esencialidad en el desarrollo.

- Los trabajos a futuro se enfocardn en demostrar directamente la participaci6n activa
del gen ctrl de pez cebra aqui descrito en el transporte de cobre y la regulacion de su
expresién. Ademds se estudiard si es que existe regulacién a nivel transcripcional o
bien a nivel de localizacién subcelular de la protefna para asf poder especificar el rol
fisiologico de Cirl en la homeostasis de cobre en peces. Por otra parte, experimentos
para identificar la proporcion de cobre que ingresa al medio intracelular ya han
comenzado a ser realizados de manera preliminar. Estos incluyen la medicién de

cobre intracelular en embriones expuestos a diferentes concentraciones del metal.




72

_ Estudios de largo plazo de exposici6n crénica a cobre pueden llevarse a cabo en el
futuro de manera de utilizar el pez cebra no solo como modelo embrionario, si no
también aprovechar sus ventajas como un modelo vertebrado adulto. Serfa
interesante complementar el conocimiento aqui expuesto con experimentos
enfocados a los efectos de déficit de cobre tanto en embriones como en peces
adultos. Esta condicién puede ser generada con quelantes especificos aplicados ya
sea al medio de crecimiento o bien inyectandolos directamente en los embriones.
- La caracterizacién y aiteracion del gen ctrl es un ejemplo de lo que se puede lograr
a niveles genéticos utilizando al pez cebra como modelo de estudio. Debido a su facil
manipulacién a nivel molecular, a la disponibilidad del genoma completamente
secuenciado y a Ia posibilidad de acceso a diversos mutantes, es posible ampliar el
manejo del modelo a otras proteinas y abarcar asi, un mayor campo de investigacion,
tanto a nivel genético como celular. Por tanto, en este trabajo se demuestra que el pez

cebra es un exelente modelo animal para el estudio de la homeostasis de metales.
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Abstract.

The high affinity copper transporter 1 (Ctr1) is a highly conserved
transmembrane protein which mediates the internalization of copper ions from
the extracellular medium. In this study, we have isolated the zebrafish cir gene.
The zebrafish cirf cDNA encodes a protein with 69% identity to the human
orthologue and shows conservation of specific amino acid residues involved in
copper transport. We find only a single cir? gene in the zebrafish genome which
maps to linkage group 5. The genomic structure of the zebrafish gene shows that
it consists of five exons and that exon-intron boundaries are absolutely
conserved with the mammalian cfr? genes. Expression in embryos was analyzed
by RT-PCR and by in situ hybridization. Zebrafish ctrf is maternally loaded and
transcripts can be detected throughout development and in adult fish.
Distribution of cfrf message appears ubiquitous during ealry stages becoming
restricted to the brain and ventral tissues by 24 h post fertilization. Beginning at 3
days post fertilization, expression is found mainly in the developing intestine.
Specific knockdown of cfr7 by antisense morpholino oligonucleotides causes
early larval lethality. Defects include cell death in tissues where ctr! is most
heavily expressed, a finding similar to that described for a mouse knockout of
mCir1. Despite the existence of at least one other copper transport mechanism
in the fish, our studies show that zebrafish c#rf is an essential gene for

development.




1. Introduction.

Living organisms require copper for their growth and development. Due to
its high redox potential, copper is an essential cofactor for a variety of metabolic
proteins while several human diseases are atfributed to defects in copper
metabolism. While having an essential role, excess copper is at the same time
detrimental to cell survival due to ifs highly reactive nature. Copper acquisition
into eukaryotic cells is achieved through a number of transporters. In vertebrates,
dietary copper is transported mainly through the high affinity copper transporter 1
(Ctr1) or through the divalent metal transporter (DMT1). While DMT1 has been
shown to transport a range of divalent metals, Cir1 appears to be copper-specific
(reviewed by Sharp, 2003). The Cirf gene is highly conserved from yeast to
mammals. In yeast, yCir? is finely regulated at the transcriptional and post-
transcriptional levels by copper availability. The MAC1 transcription factor can
bind to promoter elements in copper transport pathway genes, including Cirf,
modulating franscription (Labbé et al., 1997; Yamaguchi-lwai ef al., 1997). yCtr1
function is also negatively regulated through endocytosis and degradation of
MAC1p and of yCir1p itself (Ooi et al., 1996; Zhu et al,, 1998; Yonkovitch et al.,
2002). In mammals, there is no evidence for transcriptional regulation of Cirf by
copper availability (Lee et al., 2000; Tennant et al., 2002). However, Ctr1 protein
undergoes changes in subcellular localization and stability in response fo
copper levels (Petris et al., 2003).

The Cir1 gene has been shown to be essential for viability in the mouse

(Lee et al., 2001; Kuo et al., 2001). Cir7 deficient mice die early in gestation while




heterozygous animals, though viable, show increased sensitivity to low copper
levels in the diet and accumulate lower copper levels in some tissues.

Despite these studies, there have been only a limited number of
approaches addressing the effects of altered copper metabolism in embryonic
development and most of these have focused on acute toxicity and essentiality
issues (Brinster and Cross, 1972; Kelly and Palmiter, 1996; Ralph and McArdle,
2001). In mammals copper is absorbed exclusively through the diet facilitating
the establishment of experimental conditions, though the analysis of the effects
on embryogenesis is particularly complex as the mammalian embryo develops
in utero.

Fish have been used extensively in aquatic toxicology studies and there is
a large body of literature addressing the effect of waterborne metals on fish
physiology (Rougier, et al. 1996; Dethloff, et al., 1999; McGeer etal., 2000;
Beaumont et al., 2000; Kamunde et al., 2002b; Bury et al., 2002). in particular,
studies on copper absorption in fish have revealed that, uniquely among
vertebrates, there are two routes through which the metal can become
metabolically available: waterborne copper enters through the gills while dietary
copper does so through the intestine (Grosell and Wood, 2002; Kamunde et al,,
2002a,b). Despite these studies, molecular aspects of copper physiology in fish
have been lacking. Moreover, there have been few studies on the efiect of metals
on embryonic development of fish. We have chosen to use the zebrafish as a
model for copper metabolism studies, in particular, to address this problem

during embryonic development. Zebrafish embryos are large, transparent and




develop extremely rapidly. A single female can lay ~200 eggs per day and the
embryos hatch after 48 hours of external development. At 5 days they have
formed all major organs, they begin to feed and become sexually mature at 3
months of age. The zebrafish also offers excellent properties for genetics:
mutants, transgenesis, and gene knockdown methods are available while a
genome project has recently provided a first draft of the entire genome sequence.

In this work, we have cloned the zebrafish high affinity copper transporter 1
gene (ctr1) and we characterize its expression. Cir? is ubiquitously expressed
from the beginning stages of embryogenesis becoming restricted to certain
tissues as development proceeds. Loss of function of cir? is lethal at early larval
stages causing widespread developmental defects and cell death. The high
degree of homology of the fish cfr? gene with its mammalian counterparts
validates using fish as models for understanding the molecular basis for copper

jon regulation.

2. Materials and Methods
2.1, Animals and embryo stains.

Fish and embryos were maintained in our own facility according to
standard procedures (Westerfield, 1995). Embryos were raised at 28° C and fixed
for in situ hybridization in 4% paraformaldehyde. Hybridizations were preformed
as described (Jowett and Lettice, 1994). For immunostaining, we followed the

protocol described in Schulie-Merker (2002). The anti-myc antibody (Sigma) was




used at a dilution of 1:200. The secondary antibody is an anti-mouse IgG
(Amersham).

Embryos were mounted in glycerol and photographs were taken with a
Leica DC300F digital camera on a Leica MZ12.5 Stereo-microscope or on an

Olympus CX31 microscope.

2.2. Molecular Methods.

The cloning of zebrafish cfrf was done by 3'RACE (Gibco) according to the
manufacturers’ instructions. The primers used were the universal amplification
primer (UAP) and the forward primers F1 5-ACCATGTCGAGGAGACAACCAT-3',
F2, 5'-CAGCTGCAGATGGGGGTCATTTAACGA-3 and F3, 5'-
GGCCACGGAGATCACATGATG-3 which were designed based on an EST
sequence (accession number BF717529) present in the database. To amplify
the entire gene, RT-PCR was performed using the following primers: FO, 5'-
TGCACATTTCTGTGGTTGAACAG-Z’ and R3, 5-GTTAATGACAGT
GTTCTGTAATATC-3. The amplified fragment was subcloned and sequenced,
and the sequence was deposited in the Genbank database under accession
number AY077715. For all subsequent RT-PCR experiments we used primers
FO and R3. R-actin primers are identical {o those described by Chen et al. (2002):
forward 5  GTCCCTGTACGCCTCTGGTCG 3 and reverse 5’
GCCGGACTCATCGTACTCCTG 3'.

To construct the ctrf-myc fusion protein we ampilified the coding region of

ctr1 using primers F and R which introduce BamH1 and Cla1 restriction sites.




This fragment was cloned into the appropriate sites in the pCS2+MT vector which
fuses 6 myc epitope tags to the C terminus of the translated Ctr1 protein. The
recombinant plasmid was linearized with Xbal and in vitro transcription was
carried out using SP6 RNA Polymerase (Fermentas) and Cap analog (New
England Biolabs).

Morpholino oligonucleotides (MOs) were purchased from Gene Tools, Inc.
The sequence of the ofrf MO wused in this study is: 5'-
GGTGATGTGAATGTGACGAATCCAT-3, while the negative control MO was

provided by the manufacturer.

2.3. Sequence analysis.

Protein sequences were aligned using the CLUSTAL algorithm
(Thompson et al., 1994). Prediction of fransmembrane domains was done using
the TOPPRED program (von Heijne, 1992). Homology searches were carried out
using BLAST (Altschul et al.,, 1990) and zebrafish genomic sequence analysis
was obtained from the Sanger Center web site
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio/). All sequences were handled with the

EdtiSeq software (DNASTAR, Inc.).

2.4, Microinjection of nucleic acids.
Zebrafish embryos were injected with 5nL of solution at the one cell stage
in their chorions using pulled glass microcapillary pipets and a Narshige

microinjector, MOs were dissolved in Danieau medium as per the




manufacturers’ instructions. Prior to injecting, phenol red was aded to 10%. MOs
were injected at a concentration of 0.5mM. In vifro synthesized mRNA was diluted
in water containing 10% phenol red and was injected at a concentration of
100pg/ml. For co-injection experiments, the final concentration of mRNA was
100pg/m! and of MO was 0.5mM. Embryos were raised to the required stage and
processed. In all experiments, observed effects were evident in at least 90% of

the embryos.

3. Results.
3.1. ¢DNA cloning and sequence of the zebrafish citr1 gene

An EST sequence showing high similarity to mammalian Cirf genes was
found in the Genbank database (Accession Number BF717529). Based on this
partial sequence we designed oligonucleotides for Polymerase Chain Reaction
(PCR). The cloning of the zebrafish cirf gene was performed by 3° rapid
amplification of cDNA ends (3'RACE) and nested PCR using cDNA prepared
from 48 hours post fertilization (hpf} zebrafish embryos. We obtained a 655bp
fragment (Genbank Accession Number AY077715) that, when translated,
showed 68% identity with rat Cir1 (rCtr1) and 69% identity with human Cir1
(hCtr1) (Fig. 1a). We analyzed the deduced zebrafish Ctr1 amino acid sequence
to search for hydrophobic stretches which could be transmembrane domains
(von Heijne, 1992; http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfases/toppred.html, KD-
scale). We find three transmembrane domains located at the same positions as

those described in yeast and human (Puig ef al, 2002). In addition, four




Methionine residues, shown to be important for Copper binding and uptake in
human Ctr1 (Puig et al., 2002), three of which are absolutely conserved in all
known Ctr1 proteins, are present in the zebrafish sequence (Fig.1a). A single
gene is found when we search the zebrafish genome with this cDNA sequence.
These results indicate that the gene we have cloned is the zebrafish ortholog of

the high affinity copper transporter 1 (ctr?) gene of mammals and yeast.

3.2. Genomic location and structure of zebrafish ctr1

To assign the cfr7 gene to one of the zebrafish linkage groups, we
obtained a map location by using a commercially available Radiation Hybrid
Panel (Kwok et al., 1998). The PCR data was run through the Instant Mapper
software (hitp://134.174.23.167/zonrthmapper/instantMapping.htm). The computer
program predicts that the zebrafish cirf gene is located in Linkage Group 5
(LG5), 12cR from marker z5538 (LOD score= 12.913) and 16¢cR from marker
fa12a02 (LOD score= 11.967)(Fig. 1d). We searched the database
(http://pre.ensembl.org/Danio_rerio/blastview) using the zebrafish c¢fr7 cDNA and
we retrieved genomic sequence corresponding to this gene. We compared the
ctr1 genomic structure to the human and mouse ctrf genomic sequences. The
mammalian ctr? genes are split into 5 exons, 4 of which are coding (Moller et al.,
2000; Lee et al., 2000), which is identical to the zebrafish structure (Fig. 1b).
Likewise, exon borders in the coding region are coincident among cir? genes in
all three species; splice junction sequences conform to the consensus (Fig. 1c).

We also examined the zebrafish genomic sequence which lies upstream of the




first exon to search for known regulatory elements. We searched for two motifs,
MRE and CuRE, which are binding sites for the copper-responsive transcription
factors Mif1 and MAC1, respectively. The CuRe element (TTTGCTC) has been
described to be present upstream of the yeast cfr! gene (Labbé et al., 1997)
while the MRE element (TGCRCNC) is found in a number of metal responsive
genes such as metallothioneins (Saydam et al., 2002). In a 48 kilobase stretch of
5" sequence we find four CURE elements (positions -6763, -13632, -19563, -
41495) and in a 10kB proximal sfretch five MRE sites (positions -434, -2088,
—2962, -4064, and -8577). However, we have not been able to show that the
zebrafish cfr1 gene is ftranscriptionally copper-inducible (NM and MA
unpublished results) and therefore, the biological significance of these elements

is uncertain.

3.3. Temporal and spatial expression pattern

We analyzed the temporal and spatial expression of cfrf messenger RNA
(mRNA) during embryogenesis by performing RT-PCR and in sifu hybridization.
Results of the RT-PCR (Figure 2) show that expression of the gene starts at 0
hours post-fertilization (hpf) indicating that ctrf mRNA is maternally inherited. We
also tested 5 hpf, 12 hpf, 24 hpf, 48 hpf, 5 days post fertilization (dpf) embryos
and adult zebrafish, detecting bands of the predicted size in all of the stages (Fig.
2a and 2b). We determined the expression in adult fish of ctr? in gills, head, ovary

and gut by RT-PCR (Fig. 2b). Though a strictly quantitative analysis was not




performed, the gut sample consistently appears to have the highest amounts of
clr1 message compared to the other organs analyzed.

For in situ hybridization we used an antisense RNA probe made with the
655bp zebrafish cfr7 cDNA that we cloned. Control hybridizations with sense
probe yield no labe!l in the embryos (not shown). Whole-mounts and sections
reveal cfrf mRNA in 16 hpf, 24 hpf, 48 hpf and 3.5 dpf embryos (Figure 3). 16hpf
embryos show ubiquitous mRNA distribution (Fig. 3a). By 24hpf the expression
becomes more restricted {o the ventral body and the head (Fig. 3b, c). Transverse
sections of 24hpf embryos reveal mRNA in the region next to the yolk,
corresponding to endodermal tissue (Fig. 3d-f). Expression also can be
observed in the forebrain, in the olfactory bulb region and ganglion cell layer in
the eye (Fig.3g, plane of section shown in panel b). In 48hpf embryos the
expression is less diffuse (Fig. 3h), becoming more restricted by 3.5dpf, in which
ctrt mRNA is localized in the developing intestine (Fig. 3j). This is more evident
in longitudinal (Fig. 3i} and transverse sections (Fig. 3k, I). These results are
consistent with the reported expression of mammalian ctr? in rat (Kuo ef al,
2001). These authors describe diffuse expression of the gene during
embryogenesis, becoming enhanced in particular tissues -including the

intestine- at advanced embryonic stages.

3.4. Knockdown of Cir1 protein
To study the function of the zebrafish cirf gene, we used Morpholino

oligonucleotides (MOs) which specifically inhibit translation of targeted mRNAs




Dbk

! At M

Rl et

i e Aeiapdh N A A the RN

EAR AR .

e e T R T A T Sy T e A T AL s L L T S A BT AT R AT T PR e TR R - STl oo

(Nasevicius and Ekker, 2000). Injection of 5pg of c¢frf MO produced severe
defects in head development which become apparent at 48 hpf (Figure 4a). To
ascertain the specificity of the observed effects we performed experiments with
control MOs which did not produce any detrimental effects on embryonic
development. Furthermore, to confirm that the ctr7 MO blocked Ctr1 protein
expression, we constructed a fusion gene that contained the cifr? gene and the
myc epitope coding sequence. Injection of in vitro transcribed RNA from this
construct produced protein detectable with an anti-myc antibody at 24 hpf (Fig. 4d
and f); when this mRNA was co-injected with cfr! MO, there was no detectable
protein expression in immunostained embryos (Fig. 4c and e). In addition, co-
injection of the ctr MO with the cfrf-myc RNA, when analyzed after 48 hpf,
rescues the effects produced by the MO alone confirming the specificity of the
effect (data ot shown).

In cfr1-MO injected embryos, affected structures corresponded mainly to
the head which appears reduced compared to controls. There is also a strong
reduction in the size of the eyes in MO-injected embryos. (Fig 4a). At 72hpf, clri-
MO injected embryos are severely retarded and die shorily thereafter. We
determined whether particular tissues were undergoing cell death in the injected
embryos by using the vital stain acridine orange. Strong fluorescence can be
observed after acridine orange staining at 48 hpf in ctr1-MO injected embryos
compared to controls (Fig. 4b). Staining is strongest in the brain and spinal cord

suggesting that neural tissue is the most sensitive to loss of c¢ir? function.
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4. Discussion.

We have cloned a zebrafish gene highly homologous to the mammalian
High Affinity Copper Transporter 1 which we have named zebrafish ctr?. Analysis
of the protein sequence shows conservation of functional features such as the
three transmembrane domains and critical Methionine residues that are involved
in copper binding and transport. Furthermore, the genomic structure of zebrafish
cir1 is identical to that of the human and murine orthologs as intron-exon
boundaries are absolutely conserved, indicating that the gene described in this
work is the fish c¢tr? ortholog.

We searched the sequence upstream of the first exon in the zebrafish ctr1
gene for regulatory elements which are recognized by copper inducible
transcription factors. We found a number of putative cis-acting elements
corresponding to the binding sites for Mif1, called MRE and for MAC1 called
CuRE. In yeast, the 5' regulatory regions of the CTR1, CTR3 and FRE1 genes
contain a CuRE element which is essential for transcriptional up-regulation in
response to copper starvation and for repression under conditions of copper
excess (Labbé et al., 1997). However, in mammals, the Ctr1 gene does not
appear to be regulated by copper availability at the transcriptional level (Lee et al.,
2000) but rather through the protein’s localization and/or stability (Petris et al.,
2003). We find both CuRE and MRE consensus iype elments upstream of the
zebrafish transcriptional start site but the biological significance, if any, of these
sequences awaits functional analysis. Moreover, we have found no evidence that

zebrafish ciri is modulated at the transcriptional level by intracellular copper




availability. In zebrafish embryos, high concentrations of copper in the growth
medium (100uM of CuS04) are more than sufficient o induce the expression of
metallothionein and stress response genes (Hsp70) and cause the embryos to
accumulate the metal endogenously (N.M., AR. and MA. manuscript in
preparation). Therefore, it is likely that transcription of the zebrafish cir? gene is
not inducible or repressible by copper under the conditions tested.

During zebrafish embryonic development, cirf is present at all stages
examined by RT-PCR and in situ hybridization. In early embryogene.sis,
expression is homogeneously distributed, which may be due to inheritance of
maternal message. After 24 hpf, the distribution of mRNA becomes localized to
the ventral body and ends up predominantly in the intestinal region. The intestine
continues to strongly express cfr! message up to adulthood though other
tissues contain levels of message detectable by RT-PCR.

This pattern of expression can be compared to that described for mouse
in which mCir71 mRNA is initially distributed in a diffuse and widespread pattern
but becomes progressively enriched in the intestine, kidney and choroid plexus
(Kuo et al., 2001). The similarity in the expression pattern between both species
could indicate that, in early embryos, cfr? is required at high levels in all cells and
that, after organogenesis, the main copper uptake functions are localized to the
gut and associated organs.

Previous studies in teleosts, mainly the trout, have shown that copper
uptake occurs both via the gills, in the case of waterborne copper (Grosell and

Wood, 2002), and the intestine, in the case of dietary copper (Clearwater et al.,




2000). At normal levels of copper in the water and in the diet, intestinal uptake
appears to be the dominant pathway (Kamunde et al, 2002b). However, in the
face of disturbance, there are compensatory mechanisms that tightly regulate the
intake of copper in both tissues —particularly the gills, less so for the gut- and
there are interactions between the two systems (Kamunde et al, 2002a, b).
There have been few studies that address the transport mechanisms operating
in the fish intestine. Copper uptake through the apical membrane of enterocytes
may be through simple diffusion but basolateral membrane transfer of the metal
into the circulation is via a regulated transport mechanism (Clearwater et al.,
2000). Our finding that the intestine is the major post-embryonic expression site
for ctr1 in zebrafish is suggestive that dietary copper transport could be mediated
by the Ctr1 protein.

In the case of the gill, Grosell and Wood (2002) propose that a fraction of
the copper that enters the circulation from waterborne sources, is transported via
an apical Na channel. Their studies show that copper transport is competitively
inhibited by sodium and sodium channel blockers. However, sodium insensitive
transport of copper also exists in the gill and cir/ has been suggested as the
transporter involved (Grosell and Wood, 2002). Our RT-PCR experiments show
the presence of zebrafish cfrf mRNA in the gills though analysis at the protein
level and physiological experiments are required to determine whether it is a key
player in this process.

We find that there is a single cfrf gene in the zebrafish genome (as

sequenced to date) and we show that cfr? is essential for zebrafish development




as is the case in mouse (Lee et al., 2001; Kuo et al,, 2001). While cfr?7 mutant
mice die during gestation, zebrafish cfrf knockdown embryos develop normally
unti! the posthatching (organogenesis) stages indicating a late requirement for
this gene. As an explanation for this difference, we propose the following
possibilities: i) the fish has alternative mechanisms for copper absorption such
as other transporters (see for example Lee et al, 2002), i) there is an
intracellular copper store (arising from the yolk) that can supply the needs of the
developing fish for several days or ii) the fish embryo has a lesser requirement
for copper during early development. Studies addressing the copper
requirements of fish embryos may help to clarify this point.

In cfr1 knockdown fish, the most obviously affected structures are the
head, eyes and CNS; these defects could be due mainly to cell death in these
tissues as evidenced by staining with acridine orange. These tissues coincide
with the highest expression levels observed for the cirf message.

In this work we have described, to our knowledge, the first copper
transporter cloned in fish. In Danio rerio, an iron transporter (ferroportin) has
been identified previously through a mutagenesis screen (Donovan et al., 2000).
The ferroportin gene is expressed predominantly in ventral structures such as
the yolk syncytial [ayer and in the brain. The mutant embryos die during the [arval
stages because of severe anemia caused by the lack of iron transport from the
yolk into the circulation. Similarly, cir? deficient embryos could fail to transport
copper from yolk stores or the growth medium causing lethality. Future studies

will be aimed at determining the extent of the copper deficiency in cfrf loss of




function animals. In addition, it will be important to determine if cfr? is regulated
at the transcriptional, translational or post-translational level and to specify the

physiological role of cfr? in fish copper homeostasis.

Acknowledgements

We are grateful to Chris Wood and Dennis Thiele for helpful comments
on the manuscript. We thank Florencio Espinoza for technical help and Claudia
d’Alengon and Carmen G. Feijéo for expert fish care. MA was supported by a
grant from the International Copper Association and by the Millennium Scientific
Initiative (ICM P99-137-F). AR was supported by a postdoctoral fellowship from

Conicyt (3010065).

Legends to the figures

Figure 1.

Deduced protein sequence, genomic structure and mapping of the
zebrafish cir1 gene. a), Zebrafish copper transporter 1 protein sequence (zctrt)
aligned with the rat (rctr1) and human (hctr1) orthologues. Asterisks (*) show
identities between the three sequences. Arrowheads indicate the four conserved
methionines; the three predicted transmembrane domains (TMD) are outlined by
boxes. b), Zebrafish cfr1 genomic structure. Genomic sequences obtained from
the database were aligned with the cDNA sequence to deduce the intron-exon
structure. The ATG is in the second exon; the coding region is colored red.

Transmembrane domain 1 (TMD1) is encoded in exon 4 and fransmembrane




domains 2 and 3 (TMD2 and TMD3) in exon 5. Numbers indicate sizes of introns
in bp. c), exon-intron junction sequences. Uppercase letters correspond fo exon
sequences while lowercase letters correspond fo intron sequences. Splice
donor and acceptor sites are underlined. d), Genomic mapping of cfrf locus.

Markers neighboring the ctr? locus are shown in a region of chromosome 5.

Figure 2.

Expression of ctrf during embryonic development. a), Expression of cfr? at
different stages of development assayed by RT-PCR from total RNA prepared
from the indicated stages. The expected size band appears in all stages
analyzed. b), Expression of cirf in different adult tissues. Total RNA was
prepared from the indicated tissues, whole embryos (24hpf, 5dpf) or whole adult
fish (ad) for RT-PCR (upper panel). As a control, the same samples were
assayed for B-actin mRNA expression (lower panel). hpf, hours post-fertilization;

dpf, days post-fertilization.

Figure 3.

Whole mount in situ hybridization. Distribution of the cfrf message was
analyzed at different stages. a), 16hpf; b) to g), 24 hpf; h) 40hpf; and i) to f) 3.5 dpf.
Af early stages expression of cfrf is ubiquitous (a), becoming more restricted
ventrally by late embryogenesis (b to g). Transverse sections at 24hpf present
strong staining close to the yolk (arrow in d) surrounding the notochord (arrow in

f). An oblique section (g, represented by the line in b) shows strong expression in




the eyes and nasal area of the brain. Strong veniral expression remains at 40hpf
(h, arrow). The 3.5 dpf embryos show restricted expression in the intestine, as
seen in dorsal {j lower), and lateral (arrow in | upper) whole mount embryos. This
expression can also be seen in longitudinal (arrow in i) and transverse (k, arrow;

[, higher magnification) sections.

Figure 4.

Zebrafish cfr1 loss of function experiments. (a) Control and morpholino
(MO)-injected living embryos are shown. Uninjected (U), buffer injected (B),
control morpholino injected (C) and efr? morpholino injected (MO) embryos were
grown to 3 dpf and analyzed for the presence of morphological defects. Note the
abnormal body shape and the small size of the head and eyes in the cfrfMO
injected embryos compared to controls. (b) Acridine orange stain. Control (upper)
and ctriMO injected (lower) live embryos were stained with Acridine Orange to
visualize the presence of cell death. Note the heavy flourescence in ctrTMO
injected embryos, mostly in the brain (arrow) and spinal cord (arrowhead). (c to f)
ctriMO specifically blocks Ctr1 protein translation. Embryos were injected with
RNA encoding cfr7 fused in frame to the myc epitope and were fixed and stained
for myc protein at 24hpf. Panels d and f show embryos injected with the cfr7-myc
RNA alone while panels ¢ and e show embryos coinjected with cfrf-myc RNA

and cir1MO. Note the absence of myc stain in the coinjected embryos.
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