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Pablo Emesto Cabrera Reyes

Poseo un concepto de inteligencia -no significa que la tenga- que va
mucho mas alla de obtener buenas notas en evaluaciones o de poder memorizar
mas o menos datos de un tema muy especifico. La inteligencia emocional, fisica
y social son &mbitos del desarrollo personal que cominmente no se cultivan
estudiando una carrera profesional. Con éstos conceptos llegue a la Universidad y
afortunadamente logré desarrollar, sin mucho apoyo oficial, muchas habilidades
que me interesaban.

El deporte ha sido fundamental en mi vida, jugué futbol representando a
la facultad en mi afio de ingreso en un campeonato mechén y luego defendi a la
facultad jugando en la seleccion de futbol durante varios afios donde logramos
obtener el campeonato por primera vez para la Facultad de Ciencias. Jugué todos
los afios el campeonato de futbolito de la facultad ganando el campeonato dos
veces, ademds participé en competencias de atletismo corriendo 5000 metros
junto a otros deportistas tan aficionados y motivados como yo.

He bailado salsa desde que entre a la universidad, y representé con gran
€éxito en concursos de salsa a otras instituciones, hasta que en el afio 2006 y 2007
realicé un taller de salsa en la facultad con una inédita participacién de los
alumnos de todo el Campus, realizamos presentaciones en eventos de la facultad y
en salsotecas con gran entusiasmo de mis alumnos.

Pero lo que me entrego la facultad en cuanto a los amigos y personas que
conoci gracias al deporte, al baile y los estudios, es 1o que mas me satisface. Logré
conocer realidades y opiniones tan diversas como interesantes... en la facultad se
vive universidad en su méas amplio concepto y es importante aprovecharlo.

Terminados los ramos oficiales intenté integrarme a algin laboratorio, y
afortunadamente me abrieron las puertas en el laboratorio de biologia de
desarrollo con el Dr. Miguel Allende, donde desarrollé todo este trabajo. Junto a la
Dr. Carmen Feijo6 como mi jefecita, motivadora y verdugo, me propuse estudiar
la regulacion de los genes Iroquois empleando la técnica de inmunoprecipitacion
de cromatina, luego nos cambiamos a estudiar la funcién de Prox1 en el desarrollo
y diferenciacién de las células ciliadas en los neuromastos donde utilizamos
técnicas mas clasicas de biologia del desarrolla. En este lugar interactué con
personas que me mostraron lo necesario para hacer ciencia, no solo
conocimientos, sino actitudes y motivaciones que son necesarias para crecer y
formarse un camino profesional.
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RESUMEN

La divisién celular asimétrica es un mecanismo conservado por el cual se
determinan distintos destinos celulares en el transcurso del desarrollo de organismos
multicelulares. Estudios en la neurogénesis de Drosophila han demostrado que el
factor de transcripcion Prospero tendria una funcién fundamental durante las divisiones
asimeétricas y por ende en la diferenciacién celular. El ortéloge de Prospero en
vertebrados es Prox1, factor de transcripcién que participa, entre otros procesos, en la
diferenciacién de las células ciliadas y de soporte del oido. Tipos celulares que se

encuentran ademas en los neuromastos de la linea lateral de peces y anfibios.

En esta tesis, examinamos el patrén de expresién del mRNA de prox1 y de la
proteina Prox1 mediante hibridacién in situ e inmunofluorescencia en embriones de pez
cebra en diferentes estadios del desarrollo. Utilizando lineas transgénicas de pez cebra
comparamos la distribucién de Prox1 con diferentes marcadores celulares en Ia linea
lateral. La expresién de prox7 tanto a nivel de proteina como de mRNA la encontramos
en celulas de soporte y en algunas células ciliadas, excluyendo a las células del manto.
El rol de prox7 lo analizamos observando el fenotipo de falta de funcion por inyeccién
de morfolino antisentido y midiendo Ia funcionalidad de las células ciliadas por la tincién
vital DiAsp. Los morfantes de prox? presentan un menor numero de células ciliadas

funcionales.

Dado el patrén de expresion de prox? y el fenotipo mostrado por los morfantes

se puede concluir que Prox1 estd relacionado en el desarrollo las células




mecanorreceptoras, posiblemente participando en las divisiones asimétricas que llevan

a su diferenciacién.

Por ofro lado, los genes lroquois (Irx} codifican para una familia de
homeoproteinas presentes desde nematodos hasta humanos. Participan en diversos
procesos del desarrollo, tales como establecimiento de patrones y especificacion de
territorios y su organizacién gendémica es altamente conservada. Para explicar dicha
conservacion, se han realizado andlisis in silico comparando las regiones intergénicas
entre ix3-inc5, irx5-irx6, irx1~irx2 e irx2~irx4 de humanos, ratén, pez cebra y fugu. Se
encontraron de esta manera regiones no-codificantes altamente conservadas con
propiedades de potenciador (de la Calle-Mustienes y col., 2005). Para complementar
éstos resultados, analizamos la accesibilidad de los elementos reguladores
identificados, monitoreando la acetilacion de la histona H4 durante el desarrollo por
medio de inmunoprecipitacién de cromatina (ChIP). Asi, nos es posible postular la
participacién de HATs (histona acetil-transferasas) en las vias de sefializacién

responsables de la activacién de los elementos reguladores estudiados.
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ABSTRACT

Asymmetric cell division is a conserved mechanism for determining specific cell
fates during development of multicellular animals. Studies in Drosophila neurogenesis
have demonstrated the fundamental role of the transcription factor Prospero during
asymmetric cell divisions thus in cell differentiation. The vertebrate ortholog of this gene
is prox1, and it has been shown to be critical for development of diverse cell types,
including the sensory hair cells of the inner ear. These types of cells are found

additionally in the lateral line organ of fish and amphibians.

In this thesis we examined the expression pattern of prox7 mRNA and Prox1
protein by in situ hybridization and immunohistochemistry in different stages of
zebrafish embryos. We compared the distribution of Prox1 using different cell type
markers in the lateral line system. We observed the mRNA and protein expression of
prox1 in zebrafish neuromasts to be localized in supporting cells and in some hair cells
excluding mantle cells. The role of prox7 was analyzed using a loss of function
approach by antisense morpholino injection and hair cell functionality by vital dye DiAsp
staining. Morphant larvae for prox? have a lateral line with a reduce number of

functional hair cells.

Given the expression pattern of Prox1 and the morphant phenotype we can
conclude that Prox1 is related to the development of mechanoreceptor cells, probably

regulating the asymmetric divisions that lead to their differentiation.
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On the other hand, the lroquois (irx) genes encode a family of homeoproteins,
found from nematodes to humans. They participate in many developmental processes,
ranging from the specification of territories to the development of pattern elements.
Their genomic organization is highly conserved in vertebrates. To attempt to explain the
conservation of this genomic cluster, in our laboratory we compared by in sifico analysis
the intergenic regions between irx3-irx5, irx5-irx8, ix1~ix2 and jx2~ix4 of humans,
mouse, zebrafish and fugu. We detected a number of highly conserved non-coding
sequences, which in functional tests in transgenic zebrafish and Xenopus embryos
promote expression of a reporter gene in /rx sub-territories. Interestingly, in some cases
we found a high conservation in the expression promoted by the same conserved
regions from mouse, Xenopus, fugu or zebrafish. In order to complement these resuits,
we analyzed the status of previously identified enhancers, monitoring the acetylation of
the H4 histones during development by chromatin immunoprecipitation (ChIP). We
postulate the participation of HATs (histone acetyl transferases) in the signaling

pathways responsible for transcriptional activation of the identified regulatory elements.
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I. INTRODUCCION

La biologia del desarrollo estudia los procesos involucrados en la formacién de
un individuo adulto a partir de una dnica célula, el cigoto. La pregunta inmediata es
como cientos de tipos celulares diferentes —neuronas, linfocitos, células epidermales,
musculares, retinales, etc.- son generados desde esta Unica célula. La generacion de
esta diversidad celular se denomina diferenciacion, y considerando que todas las
células de un organismo —con pocas excepciones como células germinales y linfocitos-

poseen el mismo material genético, el proceso de diferenciacion se vuelve fascinante.

La diferenciacién celular también se produce comlnmente en organismos
adultos durante la reparacién de tejidos y reposicién de células transientes, y como
resultado las células sufren cambios dramaticos en forma, tamario, actividad
metabdlica y sensibilidad a sefiales externas. Estos cambios son producto de
modificaciones controladas de la expresion génica, lograndose asi que bajo un mismo
repertorio gendémico se expresen distintos tipos de proteinas. La regulacién de la
expresion génica se produce a distintos niveles: Transcripcion diferencial de genes,
regulando qué genes nucleares son transcritos; Procesamiento selectivo del RNA
nuclear, regulando qué RNAs entran al citoplasma; Traduccion selectiva del los RNA
mensajeros (MRNA), regulando cudl de los mRNA se fraducen a proteinas; y
modificaciones diferenciales de las proteinas, regulando qué proteinas permanecen o

son activas en la célula.

Existen muchos mecanismos celulares que controlan el proceso de

diferenciacion y principaimente se agrupan en dos categorias, una relacionada con




sefializacién celular e induccién de la diferenciacién y ofra, que trataremos en esta
tesis, que es la division asimétrica, divisiobn que genera células hijas que difieren en

caracteristicas y destino.

1.1 Division celular asiméirica

Durante la divisién celular, la localizacién asimétrica de RNAs o proteinas
puede dar como resultado que las células hijas presenten entre ellas diferencias
moleculares que las dirijan a distintos destinos. Este proceso es un fenémeno clave en
la generacion de la diversidad celular y ha sido documentado en una gran variedad de
organismos como Bacillus subtilis (Jenal y Stephens, 1997), Caulobacter (Brun y col.,
1994), Sacharomyces cerevisiae (Bobola y col., 1996; Long y col., 1997; Sil y
Herskowitz, 1996; Takizawa y col, 1997) y Caenorhabditis elegans (Guenther y

Garriga, 1996; Guo y Kemphues, 1996; Watts y col., 1996).

El sistema netvioso central en Drosophila melanogaster se desarrolla desde el
neuroectodermo con una polaridad apicalfbasal (Knust, 1994; Spana and Doe, 1995)
donde los progenitores neurales o neuroblastos migran basalmente hacia el embrién.
Los neuroblastos se dividen asimétricamente para dar origen a dos células hijas de
diferente tamario, potencial mitético, expresién génica y posicién. Una célula hija se
mantiene como neuroblasto, siempre en posicidn apical, de mayor tamario,
mitéticamente activa y expresa genes de “precursores neurales”. La otra, denominada
celula ganglionar madre (CGM) expresa un conjunto diferente de genes, su posicién es

basal y se divide s6lo una vez para dar origen a neuronas o glias (Figura 1).
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Figura 1. Préspero se distribuye asimétricamente en los neuroblastos en el desarrollo del
SNC de Drosophila. Durante la neurogénesis en Drosophila el factor de transcripcion Prospero se
acumula en una regién del citoplasma y durante la divisidbn celular (mitosis 1) se segrega
mayoritariamente hacia la CGM. Luego se desplaza al nuicleo de la CGM donde después de una
dltima mitosis (mitosis 2) promueve la diferenciacién a neurona y/o una célula glial. Esquema

obtenido de Jan y Jan (1998).

En Drosophila, durante la neurogénesis, el regulador mas temprano conocido
de la identidad de las CGM es el factor de transcripcion Prospero. Los neuroblastos
contienen altos niveles de RNA de Prospero, pero el mRNA no es traducido
eficientemente, y la poca proteina producida se acumula en una zona apical de la
corteza celular durante la interfase (Doe y cols., 1991; Vaessin y cols., 1991). Al entrar
el neuroblasto en mitosis, la proteina Prospero rapidamente se asocia a la parte basal
de la membrana celular y es segregada especificamente a la CGM donde luego se
trasloca al nucleo promoviendo asi los genes especificos de CGM y reprime genes

especificos de progenitor neural.




En vertebrados el ortélogo de Prospero es prox7 (Oliver y col., 1993; Burglin,
1994). La expresion de prox? en ratoén y pollo ha sido detectada en médula espinal,
cerebro, musculo esquelético, corazén, higado, pancreas y en células endoteliales
formadoras del sistema endolinfatico (Oliver y col, 1993; Tomarev y col, 1996;
Glasgow y Tomarev., 1998; Wigle y Oliver., 1999; Burke y Oliver., 2002; Wigle y col.,
2002; Wang y col., 2005; Bermingham-McDonogh y col., 2006). Ademas del papel
asignado a prox7 en diferenciacién celular en estos tejidos, una expresidn alterada de
prox1 ha sido detectada en ciertos tumores, considerandose asi a este gen como

supresor de tumores (Versmold y col., 2007).

El rol de prox? en desarrollo neural en vertebrados es aun poco claro. En el
SNC, prox1 es expresado en la zona sub-ventricular, ligando a este gen al proceso de
neurogénesis. También se expresa en el oido interno en embriones de ratén y pollo,
tanto en células de soporie como en células ciliadas mecanosensoriales inmaduras
(Stone y col., 2003, 2004; Bermingham-Mcdonogh y col., 2006). El gen es rapidamente
silenciado cuando las células ciliadas se diferencian. Las células de soporte mantienen
bajos niveles de la proteina Prox1 después de que el érgano sensorial es formado y
esta expresion latente se mantiene hasta la adultez. La evidencia apunta a un papel de
prox1 en la diferenciacion de las células ciliadas a partir de células progenitoras

multipotentes, pero la via exacta en la que participa no ha sido dilucidada.

1.3  Desarrollo mecanosensorial en el pez cebra

Una regeneracion robusta de células ciliadas ocurre en el oido y linea lateral de
peces y anfibios. (Balak y col., 1990; Jones y Corwin., 1993, 1996; Williams y Holder.,

2000; Harris y col., 2003; Hernandez y col., 2006, 2007; Lopez-Schier y Hudspeth.,




2006). La linea lateral es un sistema mecanosensorial simple, formado por érganos
sensoriales superficiales y las neuronas que los inervan (Baker y Bronner-Fraser.,
2001). Se ha propuesto que realiza una especie de “tacto a distancia” (Dijkgraaf., 1989;
Montgomery y col., 1995) con el cual el animal percibe movimientos del agua a un
cuerpo de distancia, y se le asocia a respuestas conductuales que van desde la
deteccion de potenciales presas, reconocimiento de pareja sexual, conducta de
escuela o cardumen hasta la posibilidad de esquivar obstaculos y depredadores
dependiendo del nicho ecolégico en que el animal vive (Figura 2A) (Pariridge and
Pitcher., 1980; Coombs y col., 1989). Este sistema estd compuesto por dérganos
mecanosensoriales individuales, los neuromastos, que presentan una disposicién
conservada entre los individuos de una misma especie, manteniendo un patrén
especie-especifico. Cada neuromasto esta compuesto por células ciliadas y células
accesorias de dos tipos: de soporte que rodean a las células ciliadas y del manto que
rodean externamente al neuromasto (Figura 2C; Ghysen y Dambly-Chaudiére, 2004)
(Metcalie y col., 1985; Balak y col., 1980; Williams and Holder., 2000; Ghysen y
Dambly-Chaudiére, 2004). Ambos tipos celulares han sido implicados en procesos de
regeneracion de células ciliadas, ya sea por mecanismos que involucran una
transdiferenciacién directa o en procesos que incluyen proliferacion de precursores

seguido de una diferenciacién celular (izumikawa y col., 2005; White y col., 2008).

La linea lateral en el pez cebra se desarrolla a partir de un primordio migratorio
de células progenitoras que distribuyen grupos de unas 20 células que formaran los
neuromastos. Este primordio comienza a migrar al finalizar la somitogénesis,
aproximadamente a las 20 hpf (horas post fertilizacion), en direccion caudal a lo largo

de miosepto horizontal siguiendo una ruta estereotipada, y finaliza su recorrido en el




final de la cola alrededor de las 40-42 hpf. Asi se establece una linea lateral primaria
que se hace funcional a las 48hpf (Figura 2B). Las células ciliadas en los neuromastos
comparten muchas de las caracteristicas tanto celulares, fisiolégicas como moleculares
con aquellas del oido interno (Coombs y Montgomery, 1999), pero la accesibilidad de
las primeras provee de una inigualable condicion experimental para el estudio de los
mecanismos celulares y moleculares que estan involucrados tanto en el desarrollo de
células ciliadas como en los procesos de su regeneracion. La existencia de
precursores neurales de tipo "stem cell" en la linea lateral del pez cebra ha sido
propuesta por nuestro grupo debido a la expresién del marcador de progenitor neural
sox2 en el primordio y en neuromastos, expresion que coincide con la poblacién de

células en activa proliferaciéon (Hernandez y col., 2007).
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Figura 2. Linea lateral posterior (LLP) de pez cebra. (A) Patrén de distribucion de
neuromastos en la linea lateral posterior (LLP) al término de la embriogénesis (48hpf). A lo largo
del cuerpo del pez se depositan en forma regular 5 neuromastos (L1-L5) y 2-3 neuromastos
terminales en la regién mas caudal de la cola (L6). Ademas se muestran los neuromastos de la
linea lateral anterior (LLA) (B) Los neuromastos primarios (puntos verdes) son depositados por
un primordio que migra a través del miosepto horizontal (linea punteada roja), el pez esta con
anterior orientado a la izquierda y el dorso hacia arriba. (C) Esquema de vista lateral (izquierda)
y apical (derecha) de un neuromasto, que muestra los diferentes tipos celulares que lo
componen. Adaptado de Ghysen y Dambly-Chaudiére (2004).
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Nos interesa comprender el papel de prox? en el desarrollo de las células
ciliadas y determinar si este gen es importante en los procesos de regeneracion de
estas células. Para ello, realizamos estudios de expresidn y de funcién en la linea
lateral del pez cebra dada la accesibilidad de este sistema para los experimentos

propuestos.

La expresion del mRNA de prox? en el pez cebra ha sido descrita (Liu y col.,
2003). El mRNA de este gen se detecta en el sistema nervioso central y en el primordio
migratorio de la linea lateral y una vez que esta se forma, prox7 se expresa en los
neuromastos depositados. Esta expresion es consistente con un rol en la diferenciacién
de las celulas ciliadas a partir de células progenitoras ya que el proceso de
especificacion y diferenciacion comienza en el primordio y continia permanentemente

en los neuromastos durante la regeneracion celular.

1.4  Los Genes Iroquois

Los genes /roquois (Iro) fueron descubiertos en Drosophifa por una blisqueda
de mutaciones que afectan el patron de los pelos sensoriales que se encuentran en el
cuerpo de la mosca. El primer alelo mutante identificado suprimia todos los pelos
sensoriales del mesotorax dorsal de la mosca, dejando una banda de pelos en la zona
central del mesotérax. Este patron asemeja el corte de cabello tipico de los indios

americanos [roquois, también conocidos como mohicanos, de ahi el nombre del locus.

Se han encontrado homodlogos de los genes fro desde nemétodos hasta
humanos (Bao y col., 1999; Bellefroid y col., 1998; Bosse y col., 2000; Bosse y col.,
1997; Christoffels y col., 2000; Cohen y col., 2000; Funayama y col., 1999; Gémez-

Skarmeta y col., 1998; Goriely y col., 1999; Peters y col., 2000; Tan y col., 1999). Los




genes Iro codifican para una familia de homeoproteinas de la clase TALE y poseen un
motivo caracteristico involucrado en interaccidn proteina-proteina (la caja Iro). La
organizacion genomica de los genes /ro estd también muy conservada (Figura 3).
Aungue actualmente sélo se conocen algunas de las funciones de los genes /ro en
Drosophila, Xenopus, pollo y ratén, la vision consensuada es que estos genes
participan en la definicion de amplios territorios en estadios tempranos del desarrollo,
como la regién dorsal del ojo, cabeza y mesotérax en Drosophifa. En estadios mas
tardios participarian en la subdivisién de estos territorios en dominios mas pequefios.
El patron de expresién de estos genes se correlaciona con ésta visién al inicialmente
expresarse en grandes dominios y posteriormente es restringido a subdominios de los

territorios amplios.

Drosophila melanogaster posee tres genes lro, araucan, caupolican y mirror
(Gémez-Skarmeta y col., 1996; McNeill y col., 1997) agrupados en cluster en el
cromosoma 3L (Figura 3). araucan y caupolican estan mas relacionados, mientras
mirror es més divergente. Seis genes fro han sido identificados en ratén (Irx1 — Irx6)
(Bosse y col., 2000; Bosse y col., 1997; Bruneau y col., 2001; Christoffels y col., 2000;
Cohen y col., 2000; Peters y col., 2000), estan agrupados en trios en dos cromosomas:
cromosoma 13 posee los genes /rx7, irx2 y Irx4 y el cromosoma 8 los genes /rx3, Ix5y
Irx6 (Bosse y col., 2000; Peters y col., 2000) (Figura 3). Los genes Irx1~irx3, Irx2~Irx5 y
Irx4~Irx6 son paralogos, probablemente originados de un evento de duplicacién
ocurrido en un ancestro del linaje de los vertebrados ya que ortélogos de al menos
cuatro de los seis genes encontrados en ratén han sido encontrados en otros
vertebrados. Existe evidencia que los peces teledsteos sufrieron un evento de

duplicacién gendmica posterior a su divergencia evolutiva de los demas vertebrados




(Taylor y col., 2001, 2003). Se han encontrado 11 genes Irx, distribuidos en seis
cromosomas donde algunos de los genes se han mantenido agrupados Yy otros se

encuentran distribuidos en el genoma (Feijod y col., 2004).

Proteinalro
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Figura 3. Proteinas Iro y organizacién genémica de los genes lroquois. A) Todas las
proteinas Iro poseen la misma estructura, con dos dominios muy conservados: Un
homeodominio de la super clase TALE (HD) de unién a DNA y la caja Iro (Cl), involucrada
posiblemente en interaccién proteina-proteina. B) Estructura genémica de los genes /roquois en
ratén, humano y Drosophila melanogaster (Dm).Los genes Iro estan generalmente distribuidos
cromosomalmente en grupos de tres genes. En la figura, los genes paralogos estan marcados
con el mismo color. (Bosse y cols., 2000; Gémez-Skarmeta y cols., 1996; McNeill y cols., 1997;
Netter y cols., 1998; Peters y cols., 2000.)

Para explicar la conservacién de la estructura genémica, se realizé un andlisis
in silico empleando la técnica phylogenetic footprinting que permite comparar las
regiones intergénicas entre irx3-irx5, irx5-irx6, irx1~irx2 e irx2~irx4 de humanos, ratén,
pez cebra y fugu (de la Calle-Mustienes E vy cols, 2005). Los resultados obtenidos
arrojaron la existencia de regiones no-codificantes altamente conservadas. Para
analizar la funcionalidad de dichas regiones, se inyectaron en embriones de pez cebra

y Xenopus, constructos que contenian una de las secuencias conservadas y un




promotor basal controlando la expresion de GFP. Al monitorear la fluorescencia se
determiné que muchas de las regiones conservadas eran capaces de dirigir la
expresion de GFP a subterritorios de expresion de los genes fro. Interesantemente, en
algunos casos se encontrd una alta conservacién enfre la expresién dirigida por el
equivalente elemento regulador de raton, Xenopus, fugu o pez cebra (de la Calle-

Mustienes y cal., 2005).

1.5 LaInmunoprecipitacion de Cromatina (ChIP) como método para el an#lisis

de la regulacién transcripcional.

Para complementar los resultados funcionales obtenidos con los elementos
conservados de los genes /rx, analizamos la accesibilidad de los elementos
reguladores identificados, monitoreando la acetilacion de la histona H4 durante el
desarrollo por medio de inmunoprecipitacién de cromatina (ChIP). Nuestro objetivo es
eventualmente, identificar las vias de sefializacion responsables de la activacion de los

elementos reguladores identificados.

Comprender los mecanismos de la regulacion transcripcional génica
generalmente ofrece una gran oportunidad para definir vias moleculares asociadas a
ciertas respuestas biologicas. La técnica de inmunoprecipitacién de cromatina ha sido
una importante herramienta para la determinacion de uniones proteina-DNA
especificas permitiendo asi identific;ar interacciones enddgenas de transactivadores y
regiones cis-reguladoras. Ademas, ésta técnica ofrece la capacidad de confirmar la
interaccién de proteinas con genes previamente caracterizados por otros métodos

como analisis mutacionales de promotores.
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En eucariontes, todo proceso que utiliza el DNA como templado -transcripcion,
replicacion, recombinacién y reparacion entre otros- es influenciado por el
empaquetamiento del DNA en la cromatina. La unidad estructural basica de la
cromatina es el nucleosoma que contiene 147 pb de DNA enrolladas un octéomero
compuesto por dos monémeros de cada histona H2A, H2B, H3 y H4. La cola amino-
terminal de las histonas H3 y H4 es altamente cargada, se encuentra estrechamente
asociada con DNA y es susceptible a modificaciones post-transcripcionales como
acetilaciones, metilaciones, ubiquitaciones y fosforilaciones (Strahl y Allis, 2000; Zhang
¥y Reinberg, 2001) que formarian un codigo de histonas regulador de la funcién de la
cromatina afectando la dindmica estructural de los nucleosomas. En particular, existen
dos modelos no mutuamente excluyentes para explicar el papel de la acetilacion de las
histonas. En el primero, la acetilacion en ciertos residuos sirven de sefial para la unién
de factores transactivadores, por ejemplo algunos transactivadores, incluyendo varios
HATs, poseen una regién llamada bromodominio que interactiia especificamente con
histonas nucleosomales acetiladas (Hassan, 2002; Dhalluin, 1899). En el otro modelo,
acetilaciones en lisinas especificas producen una neutralizacion de la carga positiva en
el residuo disminuyendo la afinidad del nucleosoma por el DNA y relajando Ia
estructura de la cromatina, dejandola accesible para la maquinaria de la transcripcion.
Estudios in vitro han mostrado que sobre un cierto limite de acetilaciones por
nucleosoma, la condensacién de la cromatina se bloquea. Muchas enzimas que

regulan la acetilacién o deacetilacién de las histonas son cofactores transcripcionales.
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HIPOTESIS

A. “Prox1 es necesario para [a diferenciacion de las células ciliadas en

neuromastos de la linea lateral de pez cebra”

B. “La acetilacién de la histona H4 esta involucrada en la regulacion

transcripcional de los genes /roquois en pez cebra”

OBJETIVO GENERAL

A. Analizar participacién de prox? en la diferenciacién de células ciliadas en

neuromastos.

B. Correlacionar el estado de acetilacion de los elementos reguladores de la

familia de genes froquois con los ensayos funcionales antecedentes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. 1. Estudiar el patron de expresion del mRNA del gen prox? y de la proteina

Prox1 en la linea lateral de larvas de pez cebra.

A. 2. Anadlisis del efecto de la falta de funcidén de prox? en la especificacion,
diferenciacion y funcionalidad de las células ciliadas de la linea lateral del

pez cebra

B. 1. Estandarizar la técnica de inmunoprecipitacién de cromatina en

embriones completos

B. 2. Andlisis del grado de acetilacion de la histona H4 en elementos
reguladores de la expresion de ia familia de genes froquois.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

2.1.1 Animales

Los experimentos aqui descritos se llevaron a cabo utilizando embriones y larvas de
pez cebra (Danio rerio), obtenidos realizando cruces naturales de peces adultos. Los
peces se mantuvieron en acuarios con circulacion constante de agua y aire a una
temperatura de 28°C, con un ciclo de 14 h de luz y 10h de oscuridad. Se alimentaron
tres veces al dia y se monitorearon sus condiciones de temperatura y pH. Para realizar
cruces, se separaron los machos de las hembras durante la noche y se juntaron en la
mafana siguiente en el momento en que la luz del vivero se enciende. De esta
manera, es posible controlar el momento de la fertilizacién. El estadio de los embriones
es expresado en horas post-fertilizacién (hpf) y dias post fertilizacion (dpf). Durante el
cruce los peces se colocaron en estanques pequefios provistos de una rejilla para
impedir que los peces se alimenten de sus huevos. Los embriones y larvas se
mantuvieron en incubadores a 28°C en medio E3 1X (5 mM Na(Cl, 0,17 mM KClI, 0,33
mM CaClz, 0,33 mM MgSQs, 0,00001% (p/v) Azul de metileno) el cual contiene azul de
metileno que evita el crecimiento de hongos.

Las lineas transgénicas SqET4 y SqET20 fueron obtenidas de Viadimir Korzh
(Parinov y col., 2004). Brn3c:GFP se obtuvo de Herwig Baier (Xiao y col., 2005),
s0x3:GFP de Thomas Becker (resultados no publicados) y SCM se obtuvo de Kenna

Shaw (resultados no publicados).
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2.1.2

Reactivos para Biologia Molecular

Acetato de Sodio 3M pH5,2, Winkler Ltda., Chile.
Agarosa, Winkler Ltda., Chile.

Agua sin nucleasas, Winkler Ltda., Chile.

Cloroformo: Alcohol iso-amilico 24:1, Winkler Ltda., Chile.
DNAsa, Boehringer, Mannheim, Alemania.

EDTA 0,5M pH8, Winkier Ltda., Chile.

Etanol, Merck, Alemania.

renol: Cloroformo basico, Winkler Ltda., Chile.
Isopropanol, Merck, Alemania.

LiCl 10M, Winkler Ltda., Chile.

MgCl, 50mM, New England Biolabs, EE.UU.

NTPs, MBI Fermentas, Lituania.

RNAsa (libre de DNAsa), Boehringer, Mannheim, Alemania.

RNAsin (inhibidor de RNAsas), Roche Diagnostics GMBH, Mannheim,
Alemania.

Tampon de reaccion de PCR 10x sin cloruro de Magnesio, Taq polimerasa y
Deoxinucledsidos de trifosfato para PCR, dTTP, dATP, dCTP, dGTP,
GibcoBRL, Inglaterra.
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1.1.3 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

- Solucién MAB-T (100 mM &cido maleico, 150 mM NaCl, 0,1% tween, pH 7,5).

- Solucidn MAB+BMB+LS (2% reactivo de bloqueo Boehringer y 20% suero
caprino en solucion MAB),

- 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, EE.UU.

2.1.4 Reactivos para Inmunofluorescencia

- Acetona, Merck, Alemania.

- Acido clorhidrico (Merck, Alemania).

- Alexa Fluor 584-conjugado anti-ratén IgG (Molecular Probes A21200).
- Anticuerpo anti-Prox1, Santa Cruz Biotechnology, EEUU.

- Anticuerpo anti-tubulina acetilada, Upstate, EE.UU.

- Diaminobenzidina (DAB, 30mg en 100ml PBS, 0,03% w/v), Sigma, Saint Louis,
EEUU.
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2.1.5

Metanol, Merck, Alemania.

Peréxido de hidrégeno Merck, Alemania.
PFA 4%, J.T. Baker, Phillipsburg, EE.UU.
Proteinasa K (Merck, Alemania).

Solucién de bloqueo (10% suero de bovino, 1% DMSO, 0,3%Tween-20 en
PBS, 0,5% tritdn).

Reactivos para ChIP

Acido deoxicélico, sal sadica, Winkler Ltda., Chile
Agarosa beads acoplado a proteina G, Santa Cruz Biotechnology, EEUU
Anticuerpo anti-Histona H4 acetilada, Upstate, EE.UU.
Anticuerpo anti-IgG, Santa Cruz Biotechnology, EEUU
Aprotinina, Sigma, Saint Louis, EE.UU.

CaCl,, Winkler Ltda., Chile

Formaldehido, Winkler Ltda., Chile

Glicina, Winkler Lida., Chile

Hepes, Winkler Ltda., Chile

KCI, Winkler Ltda., Chile

LiCl, Winkler Ltda., Chile

MgCl,, Winkler Lida., Chile

NP-40, Winkler Ltda., Chile

Pepstatina A, Sigma-Aldrich, Alemania
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- PMSF, Sigma-Aldrich, Alemania

- Proteinasa K, Sigma-Aldrich, Alemania
- Sacarosa, Merck, Alemania

- S8DS, Winkler Ltda., Chile

- Tris, Winkler Ltda., Chile

- Tritén X-100, Winkler Ltda., Chile

Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacién por PCR de las secuencias

potenciadoras fueron sintetizados (Invitirogen, Chile):

Regidn Nombre Partidor Directo Partidor Reverso
254129 5 -GTTGGCGAGTCCCATACTTITC-3 5 -GAGTCACATGGCTGTAGAGT-3”
re-ine 754302 5-CGACTATACATCTATACCGTG-3’ 5-GTGTTIGTCTCTGATTGGCATG-3
254854 5-CCTGTGTGGGACGCCGTATGC-3° 5-GCAGCACACAGTGGGATGG-3”
Z54781 5-TCTCCTGTAGCGCAGCCG-3’ 5 -GGCAGTAACGCGCATATACGC-3’
reind Z55019 5'-CCCTCAAACCATATICTGTGC-3" 5-GCCCATCCCCAAATAATAGC-3’
255203 5-AATGCTGTATAGAGGCTGGC-3’ 5-GTCCTTTGAGAACGCCGCACG-3”
75682 5’-ACGTCGGAAGCCAAAACCAG -3 5'ACTAACCACATGCGCCAAC-3
Z3565 5-GTGTCAAGTTGCGGGAGCAG-3° 5 -CTGAGTGGTGTCTGTAGCCC-3"
72388 5-ACACGACCCCTCAGAACAGC-3’ 5-AATGCAGCCTTGGTGAGCAG-3°
22260 5-GGCCTGTITGGTTITCG-3” 5-CGATGCCATTGTTCTGCCGG-3°
=l UCROD 5-CGCGCTGTTGTTGTGCTATG-3" 5-CCACTCCCCACCTCACACAC-3”
25224 5-GTAGATAAACGCCGGCGAGG-3” 5-ATGGAATCAGCGCATTGACG-3’
74126 5-GATGGAGTTCTGCGGCAGTG-3’ 5 -CTCGTTGTAAAGAGCGCCCC-3’
Z5179 5 -TGAGATGAAGGGTGGAGCAG -3° 5-GATCCGCCACAGTCCACATC -3’
control Knx20 5-GGGGTGTAGATGTTTACCGG-3° 5-CTGCGCGTTCTGATTGGTTG-3°
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2.1.6 Soluciones de uso general

- EDTA 0,2M, Winkler Ltda, Chile
- PBS, Winkler Ltda, Chile
- PBST (PBS+Tween-20 0,1%)

- Solucién E3 1X (NaCl SmM; KCI 0,177mM; CaCl2 0,13mM; MgS0O4 0,33mM;
Azul de Metileno 107 %).

- Solucién de corrida de electroforesis TAE 50x (242 g de tris base, 57,1 mL de
acido acético glacial y 100 mL de EDTA 0,5 M pH 8 para un volumen final de
1L).

2.1.7 Reactivos para TUNEL
- DNAsa | (Fermentas EN0521).

- In situ cell death detection kit, TMR red (Roche 12.156.792.910).
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2.2 Métodos

2.2.1 Tinciones vitales de embriones in vivo

Para la visualizacidon de neuromastos funcionales se utilizo la tincion vital DiAsp
-Yoduro de 4-(4-dietilaminoestiril)-N-metilpiridinio (4-di-2-Asp)-, Sigma D-3418) a una
concentracion 5 mM en medio E3. Las larvas se incubaron durante 5 min en DiAsp y
luego se lavaron sucesivamente con medio E3. Finalmente se observaron los

neuromastos utilizando una lupa o microscopio de fluorescencia (Collazo y col. 1994).

2.2.2 Inmunocitoquimica en embriones completos

Las larvas se fijaron incubandolas en paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS
durante 1 h a temperatura ambiente o durante toda una noche (O/N) a 4°C . Luego se
lavaron con PBS dos veces por 5 min, se traspasaron a metanol y se mantuvieron a -
20°C durante al menos 1 h. Se incubaron en agua destilada por 1 hora, para luego
incubar en acetona por 7 min, a -20°C. Posteriormente se lavaron nuevamente con
agua destilada por 1 h y se incubaron con solucién de bloqueo por 1 h. Luego se
incubé con el anticuerpo primario correspondiente diluido en solucién de bloqueo a 4°C
durante toda la noche (diluciones: anti-a-tubulina acetilada 1/1000, anti-Prox1 1/200).
Al dia siguiente se lavé con solucién de bloqueo 4 veces por 20 min y se incubd con el
anticuerpo secundario correspondiente (anti-ratén o anti-conejo acoplados a
peroxidasa o a fluoresceina segiin el caso). Luego se lavaron 4 veces por 20 min.
Cuando se ocupd anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa para revelar la

presencia de anticuerpo se pre-incubd con DAB 0,03% por 10 min y después se
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agregé peroxido de hidrogeno a una concentracion final de 3% durante 15 min o
durante el tiempo necesario para que se produzca la tincién producida por la reaccion.
La reaccidn fue finalizada lavando con PBST. Los embriones o larvas se transfirieron a
glicerol para su visualizacion en lupa o montaje en portaobjetos, en caso de utilizar un

microscopio.

2.2.3 Hibridacion in situ

Se fijaron los embriones en PFA al 4% (en PBS) durante 2 h a temperatura
ambiente o durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, los embriones se
deshidrataron en metanol 100% durante 10 min a temperatura ambiente. Se realizé un
cambio de metanol 100% y se incubaron a =20°C durante al menos 1 h (los embriones
se pueden almacenar en esta etapa a —20°C hasta 6 meses). Luego se rehidrataron
durante 5 min en 75% metanol/25% PBS, 5 min en 50% metanol/50% FBS, 5 min en
25% metanol/75% PBS y 4 veces durante 5 min en PBS-T. Con el objetivo de eliminar
los pigmentos se realizé un tratamiento a los embriones de mas de 48 hpf con una
solucion que contiene 5,95 mL de agua destilada, 0,25 mL de SSC 20x, 0,5 mL de
formamida y 3,3 mL de peroxido de hidrégeno al 30%. Los embriones se incubaron en
esta solucidon 10 min expuestos a un tubo fluorescente de [uz, la cual permite una
reaccion de oxidacién de los pigmentos por parte del peréxido de hidrégeno. Luego se

realizaron tres lavados con PBS-T durante 5 min cada uno.

Para permeabilizar y digerir las proteinas asociadas al mRNA, los embriones se
trataron durante 10 min a temperatura ambiente con 25 pg/mL de proteinasa K en PBS.
Para los embriones de 72 hpf se incubo con proteinasa K durante 40 min. Después se

realizaron 2 lavados de 5 min con PBS-T para detener la digestion. Para volver a fijar
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los tejidos, los embriones se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente en PFA
al 4% en PBS y luego se lavaron 5 veces durante 5 min cada una en PBS-T. A
continuacién los embriones se incubaron con tampoén de hibridacién a 65°C durante 10
min y luego de hacer un recambio de la solucién, se incubd toda la noche. La
ribosonda-DIG fue previamente denaturada durante 5 min a 60°C para luego incubar

los embriones toda la noche a 60°C.

Para eliminar las uniones inespecificas de las sondas todas las soluciones se
precalentaron a 65°C y luego se incubaron los embriones 10 min en formamida/SSC 2x
al 75%, luego durante 10 min en formamida/SSC 2x al 50% y 10 min en
formamida/SSC 2x al 25%, 10 min en SSC 2x y finalmente 2 veces durante 30 min en
SSC 0,2x. Con el objetivo de bloquear los sitios inespecificos, los embriones se
incubaron durante 5 min en MAB-T, por 1 h 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 (dilucién 1:200) debe incubarse a 4°C
mientras los embriones se estan 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 realizé 5 veces durante 20 min cada una con MAB-T y 3 veces durante
5 min cada una en tampdn AP. Finalmente, para revelar la presencia del anticuerpo los
embriones se trataron 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
purpura esperada en la zona de expresion del mRNA. Finalmente, se lavo los

embriones 3 veces durante 5 min en PBS-T.
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2.2.4 Inmunoprecipitacion de Cromatina

El ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina fue realizado de acuerdo a
Havis (Havis y col, 2008) con modificaciones. Los resultados fueron obtenidos
repitiendo tres veces el siguiente procedimiento para cada estadio analizado. Primero,
los embriones desde 15 hpf en adelante son decorionados con forceps y los de 6y 10
hpf fueron tratados por 2 min a temperatura ambiente con Pronasa 0,5 mg/mL en E3.
Los embriones son homogeneizados en 2 mlL de una solucién que contiene sacarosa
2,2 M, CaCl; 3 mM, Tris-HCI pH 7,5 10 mM, 0,5% Tritén X-100 PMSF 1mM, Aprotinina
1ug/uL, Pepstatina 1ug/uL. El macerado es centrifugado a 100.000 g (rotor Sorvall AH-
650) durante 3h a 4°C. El pellet es resuspendido en 1 mL de una solucién sacarosa
0,25 M, Tris-HCI pH 7,5 10 mM, CaCl; 3 mM, PMSF 1 mM, Aprotinina 1ug/pL,
Pepstatina A 1pg/fuL y centrifugado a 6000 g por 5 min a 4°C (Hermle Z 233 MK, rotor
220.59 V07), el pellet es resuspendido en 360 uL de la misma solucién. Para
entrecruzar las proteinas con el DNA, los ntcleos son tratados con formaldehido 1%
por 10 min en hielo y 20 min a temperatura ambiente. Se detiene el entrecruzamiento
tratando con glicina 0,125 M. Se centrifugan los nicleos a 6000g por 5 min a 4°C y se
resuspenden en 400 pL de buffer SDS lisis (SDS 1%, Tris-HC! 50 mM pH 8.1, EDTA 10
mM, PMSF 1mM, Aprotinina 1upg/ul, Pepstatina A 1upg/ul). Luego se sonican los
extractos en hielo para obtener fragmentos de DNA de 500 a 1500 pb, 15 pulsos de 10
s en posicion 3 (20%) con intermedios de 1 min (sinicador Misonix XL-100). Se cargan
10 ul del sonicado en un gel de agarosa al 1% para evaluar [a calidad de la cromatina
y el grado de la sonicacion. Se centrifuga el sonicado a 14.000 rpm por 15 min Luego,
la cromatina soluble es cuantificada midiendo el coeficiente de extincién molar a una

longitud de onda de 260 nm (E260) de una dilucidn 1:50 en agua, donde el valor
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entregado se considera arbitrariamente como el ntmero de unidades E260 por cada 2
uL de solucién, se alicuota la cromatina soluble de 8-10 unidades E260 y se guardan 3

unidades E260 para ser usadas posteriormente como control de cantidad de cromatina

Se diluyen 8-10 unidades E260 por inmunoprecipitaciéon hasta 400 pL totales en
tampén de sonicacion (50 mM Hepes pH 7,9, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-
100, 0,1% Na deaxycolato, 0,1% SDS). Para el pre—ac\[aramiento se agregan 20 pL de
esferas de agarosa mas proteina G (Santa Cruz Biotechnology, EE.UU) y se incuba
con agitacién durante hora a 4°C. Se precipitan las esferas centrifugando a 14.000 rpm
por 5 min y se rescata el sobrenadante, al que se le agrega 4L de anticuerpo anti-lgG
(Santa Cruz Biotechnology, EE.UU) vy 3 uL de anticuerpo anti-histona H4 acetilada
(Upstate, EE.UU) y se rota o/n a 4°C. Luego se agregan 50 pL de esferas de agarosa
mas protefna G y se incuban 1 h a 4°C. Se precipitan y se rescatan las esferas
centrifugando 5 min a 5000 g a 4°C y se lavan agitando por 5 min a 4°C y
centrifugando por 5 min a 5000 g a 4°C con las siguientes soluciones: Tampén de
Sonicacion (2 veces), tampén LiCl (20 mM Tris pH 8, 250 mM LiCl, 1 mM EDTA, 0.5 %
Tritdn X-100, 0,5% Na deoxycolato), Tampoén de lavado Farham IP (100mM fris pH 8,
500 mM LiCl, 1% NP40, 1% Na deoxycolato), tampén TE. Se agregan 100 uL de
tampén de elucién (50 mM Tris pH8, 1 mM EDTA, 1% SDS) y se incuban por 15 min a
65°C. Las esferas luego se eliminan centrifugando a 14.000 rpm por 20 min y
rescatando el sobrenadante. Se le agregan 4 uL de NaCl 5M (200mM concentracién
final) y 1pL de Rnasa 10 mg/mL, a las alicuotas “control de cantidad de cromatina” se
les agrega tampén de elucion hasta 100 pyL y NaCl hasta una concentracion final de

200mM. Se incuban o/n a 65°C para revertir el entrecruzamiento. Se agregan 2.5 uL de
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proteinasa K 10 mg/mL y se incuban por 2 h a 42°C. Luego se recupera el DNA

mediante el protocolo de extraccién de DNA con fenol/cloroformo.

2.2.5 TUNEL

Larvas WT de 48 hpf fueron fijadas en PFA 4% durante Ia noche a 4° C. Luego
se incubaron en metanol por 1 h y se rehidrataron en gradiente. Posteriormente fueron
procesadas para marcaje mediante la técnica de TUNEL uiilizando el kit “In situ cell
death detection TMR red’, Roche. Se permeabilizaron las larvas tratando con
proteinasa K por 30 minutos, se fijaron en PFA 4% por 20 minutos y luego se siguieron
las instrucciones del fabricante. Como control negativo se realizé el marcaje de larvas
sin uno de los componentes del kit no obteniéndose marca alguna. Como control
positivo se trataron larvas con DNAsa | en tampdn especial para esta enzima
(Boehringer), por 20 minutos posterior a [a permeabilizacién, y luego se procesaron
normalmente obteniéndose marca en muchos nicleos a lo largo del cuerpo de la larva.

Se observé la fluorescencia en el microscopio y se observaron los nucleos marcados.
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Il. RESULTADOS

3.1 Patrén de expresion de prox! en la linea lateral

Con el fin de determinar la participacion de prox? en el desarrolio de la linea
lateral del pez cebra analizamos, en colaboracién con el Dr. Franco Cotelli de la
Universidad de Milan, su patrén de expresién mediante hibridacién in situ. El primordio
de la linea lateral posterior expresa el transcrito durante todo su recorrido, comenzando
aproximadamente a las 20 hpf y termina al final de la cola alrededor de las 40-42 hpf.
En los neuromastos la expresién del transcrito de prox7 es ubicua, tanto en células dei
manto, de soporie y ciliadas y se encontré durante todos los estadios analizados
(Figura 4 A, B). La expresion de la proteina Prox1 se analiz6é utilizando un anticuerpo
comercial de ratén que ha sido descrito reconoce la proteina Prox1 de pez cebra (Ober
y col, 2006) y un anticuerpo secundario Alexa Fluor-594. En todos los estadios
analizados se encontré una expresion heterogénea de Prox1 en los neuromastos
(Figura 4 D-F). Probablemente esto se deba a [as distintas distribuciones que posee la
proteina en distintas etapas del ciclo celular: mayor anélisis se requiere para definir
esto. Ademas encontramos que cerca del 15% de los neuromastos analizados poseen
células que expresan Prox1 externas al neuromasto, fuera del limite definido por las
células del manto, con una fuerte fluorescencia. Posiblemente estas células sean algtin
tipo de progenitor de células del neuromasto que actien en casos severos de dafio que

involucren a las células de soporte.
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Figura 4. Expresion de prox1 en la linea lateral de embriones de pez cebra. (A)
Hibridacién in situ de prox1 a 30 hpf mostrando expresion en el SNC y en el primordio (cuadro).
(B) Acercamiento a un neuromasto depositado de la LLP. (C, E) Inmunofluorescencia usando
un anticuerpo anti-Prox1 y un anticuerpo secundario Alexa Fluor-594 a 48 y 96 hpf, las
flechas blancas indican los neuromastos depositados. (D, F) Acercamiento a la expresion de
Prox1 en neuromastos en ambos estadios.

3.2  Andlisis de la expresion de Proxl en relacion a distintos marcadores de

tipos celulares en el neuromasto

Para determinar los tipos celulares que expresan Prox1, analizamos su
expresion en cinco lineas transgénicas, que se encuentran en nuestro laboratorio, y
que expresan la proteina fluorescente verde (GFP) en distintos tipos celulares del
neuromasto. Usamos las siguientes lineas transgénicas: linea CldnB::GFP con

destinacién a membrana celular que expresa GFP en todas las células del neuromasto;

26




linea SQET20::GFP, en células del manto; lineas SqET4::GFP de localizacidon
citoplasmética y Bm3C::GFP destinado a membrana, en células ciliadas, linea
Sox3::GFP, en células progenitoras neurales (ver esquema de tipos celulares en

neuromasto Figura 2C).

Las células del manto presentan una expresion de GFP mas periférica que la de
Prox1, siendo el Gnico tipo celular con el que no encontramos colocalizacion (Figura 5
B, G). La expresion de Prox1 dentro de la poblacidn de células de soporte se distribuye
ampliamente, limitando con las células del manto. Es importante observar que la
expresion de Prox1 en las células de soporte es débil, comparable a la expresién en
musculo esqueléetico que rodea los neuromastos pero encontramos frecuentemente
entre una y tres celulas que expresan fuertemente Prox1, generalmente en el centro
del neuromasto, cercanas entre ellas y con morfologia similar a las células ciliadas
(Figura 5 C, B, H), y otra veces en los bordes del neuromasto (Figura 5 D, F).
Probablemente éstas sean células en proceso de diferenciacion. Dentro de las células
de soporte, todas las células que expresan Sox3 también expresan Prox1 vy
representan asi un subgrupo de las células de soporte que expresan Prox1 (Figura 5 E,
J). Las células ciliadas muestran poca expresion de Prox1, s6lo algunas células que
expresan Prox1 fuertemente colocalizan con la expresién de GFP en las células

ciliadas. (Figura 5 C, D, H, 1).

3.3  Anilisis de la faita de funcién de Prox1 en la linea lateral del pez cebra

La perdida de funcion de prox7 se obtuvo mediante la inyeccién de
oligonucledtidos antisentido (morfolinos; Nasevicius y Ekker, 2000) en embriones de

pez cebra inhibiendo especificamente la traduccién de prox?. Los embriones
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inyectados fueron mantenidos a 28°C hasta que fueron requeridos para analizarlos. Se
disefiaron dos morfolinos, uno complementario a una secuencia del mRNA del gen que
incluye el codén de inicio de la traduccién ATG, impidiendo de esta forma el acceso de
la maquinaria de traduccional, y un segundo morfolino disefiado para bloquear el
correcto procesamiento —splicing- del RNA forzando a una expresion alterada del
transcrito. Ambos morfolinos generan el mismo fenotipo, lo que demuestra la
especificidad del método utilizado. Los embriones control fueron inyectados con un
morfolino dirigido para conira el gen zashia, el cual no produce un fenotipo evidente

{Sarrazin y cols., 2008).
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Todas las células Células del manto Células ciliadas Células ciliadas memb. I Progenitores neurales I

96hpf

Figura 5. Colocalizacion de Prox1 con diferentes marcadores de tipo celular en
neuromastos. Inmunofluorescencia de Prox1 (rojo) en diferentes lineas transgénicas: (A,F)
cldnB::GFP que marca la membrana de todas las células del neuromasto, (B,G) SQET20::GFP
que marca las células del manto, (C,H) SqET4.:GFP que marca células ciliadas, (D,I)
Brn3c::GFP que marca membrana de células ciliadas, (E,J) Sox3::GFP que marca presuntas
células progenitoras entre las células de soporte. Todos las imagenes corresponden a larvas de
96hpf, exceptuando la imagen G, que corresponde a una larva a 72 hpf y la imagen | a una
larva de 48 hpf. Las circunferencias puntadas blancas muestran el tamafio aproximado del
neuromasto observado. En cada caso mostramos dos ejemplos de la expresién de Prox1 en el
neuromasto. 85% (n=120) de los neuromastos presentan una fluorescencia de Prox1 de baja
intensidad y abarca la mayor parte de las células de soporte, y un 15% presenté fluorescencias
fuertes en pocas células que pueden ser ciliadas, de soporte o periféricas al neuromasto.

Para analizar el efecto de |a falta de funcion de Prox1 en la linea lateral del pez
cebra se recogieron los embriones que a las 48 hpf poseian una estructura corporal
normal, con una leve disminuciéon del tamano de la cola y que en gran porcentaje
presentaron un edema en el corazén. En una primera aproximacion se observaron los
neuromastos mediante la tincién vital DiAsp, molécula que tiene la capacidad, con el
protocolo realizado, de penetrar en las células ciliadas via canales

mecanotransductores presentes en la superficie apical. Este procedimiento marca

96hpf

" 9Bhpf
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células ciliadas en una etapa tardia de diferenciacién, cuando han alcanzado la
funcionalidad y presentan cilios. Al realizar la tincion vital DiAsp, un 90% de los
embriones control (n=80) presentaron enire 5 y 7 neuromastos depositados por lado a
las 48 hpf (Figura 6A). En contraste sélo un 15% de los embriones inyectados con
morfolino de prox7 presentan un nimero de neuromastos depositados normal (Figura
6 B), un 65% presentd una reduccién en el nimero de neuromastos marcados, entre 1
y 4, y un 20% no presenté neuromastos marcados (n=76). Para estudiar las razones
del menor nimero de neuromastos marcados utilizamos el transgénico CldnB::GFP y
contamos las células del primordio en embriones control y morfantes, no encontramos
diferencias significativas (Figura C y D). Ademas realizamos inmunocitoquimica de
tubulina acetilada, que marca células ciliadas diferenciadas y el nervio de la linea
lateral, observandose un patrén normal de expresion en el nervio de la linea lateral
(Figura 6 E, F) y, al igual que con el fluoréforo Diasp, se encontré menor cantidad de
neuromastos marcados. No realizamos el conteo de neuromastos con esta técnica por
la dificultad de identificar neuromastos depositados. Realizamos el ensayo de TUNEL
para detectar un posible aumento en la muerte celular por apoptosis (Figura6 Gy H), y
no se encontraron diferencias significativas entre el morfante y el WT que explicasen el

menor nimero de neuromastos marcados con Diasp.
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Figura 6. Efecto de la falta de funcién de Prox1 en la linea lateral posterior. (A,B)
Neuromastos en una larva de 48 hpf marcados con la tincién vital DiAsp (indicados con flechas
blancas) en una larva wild type (A) y en una larva inyectada con un morfolino de Prox1 (B). Se
produce una reduccion en el nimero de neuromastos marcados en el morfante.. Se grafica
ademas el nimero de neuromastos marcados en 76 embriones morfantes y 80 embriones
control donde el 85% de los embriones inyectados con morfolino de prox7 presenta entre O y 4
neuromastos marcados (C,D) Primordio marcado con GFP migrando a las 32 hpf en la linea
transgénica cldnB::GFP. El nimero de células en el primordio no se ve afectado en las larvas
morfantes. (E,F) Inmunocitoquimica de tubulina acetilada revelada con DAB (diaminobenzidina)
indica que el nervio de la linea lateral no esta afectado en morfantes. Nervio aparece indicado
por una cabeza de flecha blanca y neuromastos por flechas café. (G,H) Las larvas morfantes no

muestran un aumento en la muerte celular indicada por el ensayo de TUNEL. n, notocorda; y,
vitelo.
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Analizamos ademas el efecto de la falta de funcién de Prox1 especificamente
en el neuromasto, y para esto inyectamos embriones de las lineas transgénicas que
expresan GFP en los distintos tipos celulares que componen los neuromastos. No
observamos efecto en el transgénico que SQET20:GFP que expresa GFP en las
células del manto(Figura 7 A y B). Tampoco notamos alteraciones utilizando el
transgénico SCM que expresa GFP en las células de soporte (Figura 7 CyD). Conel
transgénico Brn3C que expresa GFP en membrana de las células ciliadas y
nuevamente no encontramos ningun efecto en las larvas morfantes (Figura 7 E y F).
Pero al marcar las células ciliadas con la tincidn vital DiAsp en embriones control y
morfantes de la linea transgénica Bm3c::GFP, nuestros resultados muestran que
menos del 50% de las células ciliadas que expresan GFP son capaces de incorporar el
DiAsp (Figura 7 G y H). Existe entonces en las larvas morfantes la capacidad de
desarrollar y diferenciar células ciliadas pero algun problema poseen durante estos

procesos que menos células ciliadas alcanzan a ser funcionales.

SqET20::GFP SCM Bm3c:.GFP Bm3c::GFP/Diasp

Seoy M0 0 RaF CER SrCSon

— e

Figura 7. La falta de funcién de Prox1 afecta la diferenciacion funcional de las células

ciliadas en los neuromastos de la linea lateral del pez cebra. Las larvas morfantes muestran una
expresién de GFP normal en las células del manto (A, B), (C, D) células progenitoras, y (E, F) células
ciliadas. Lo que indica que no existe un efecto del morfolino de Prox1 en la especificacion de éstos tipos
celulares en el neuromasto. (G, H) La tincién vital DiAsp indica que cerca de un 50% de las células
ciliadas presentes en un neuromasto no son funcionalmente activas. El gréfico muestra la cuantificacion
de las células marcadas con DiAsp en larvas control y morfantes.

32




3.4 Regulaciéon transcripcional de los genes Iroquois: andlisis de

meodificaciones de la cromatina en elementos reguladores altamente conservados.

Los genes /roquois presentan una estructura gendmica evolutivamente muy
conservada. Se han logrado identificar regiones intergénicas de una alta conservacion
realizando comparaciones in sffico entre las regiones irx3-irx5, irx5-irx6, inc1-irx2 e irx2-
irxd de humanos, ratén, pez cebra y fugu (de la Calle-Mustienes E y cols, 200%), En
ese trabajo se realizé un experimento llamado Phylogenetic Footprinting que consiste
en comparar secuencias genomicas de distintas especies y alinearlas entre si con el
programa VISTA, y de esta forma se encontraron secuencias altamente conservadas
en regiones no codificantes comparando especies muy divergentes como humano y

fugu, estas regiones, por lo tanto, deben tener una funcién regulatoria

Se realizaron ensayos funcionales para saber si estas secuencias encontradas
eran secuencias reguladoras potenciadoras de la transcripcion y analizaron sus
actividades potenciadoras dirigiendo la expresién de GFP, lo que otorga un fuerte

argumento para explicar esta alta conservacion.

La transcripcién ademas esta regulada por medificaciones a la cromatina, como
acetilaciones, fosforilaciones y ubiquitinaciones. Para profundizar el estudio de [a
regulacién transcripcional de los genes lroquois, en este trabajo analizamos el estado
de acetilacion durante el desarrollo de la histona H4 en las regiones intergénicas
altamente conservadas que en los ensayos funcionales potenciaron la expresion de
GFP, empleando Ia técnica de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) para precipitar
las regiones unidas a histona H4 acetilada en embriones de pez cebra de 6 hpf, 10 hpf,

15 hpf, 24 hpf, 48 hpf, 72 hpf y 96 hpf. Utilizamos como control un par de partidores
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disefiados para amplificar 310 pb del promotor de krx20 (Havis y col., 2006), cuyo
patron de expresién ha sido estudiado previamente por hibridacién in situ (Oxtoby y
Jowett, 1993). La expresién de krx20 comienza a las 10 hpf en los rombomeros 3 y 5
del cerebro posterior y se mantiene hasta las 30 hpf, Gltimo estadio analizado. Nuestros

resultados son consistentes con el patron de expresion observado por hibridacion in

situ.
i} Obtencion de los nucleos i) Entrecruzamiento de las
desde el embrién proteinas y el ADN
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Figura 8. Representaciéon esquemadtica de los pasos seguidos en la técnica de
inmunoprecipitacién de cromatina (ChIP) utilizada. Luego del ChIP las secuencias
potenciadoras previamente identificadas fueron amplificadas por PCR. Un par de partidores de
beta-actina 2 también fue afadido a la mezcla de PCR como control interno de amplificacion. El
enriquecimiento relativo del precipitado de las distintas secuencias potenciadoras fue calculada.
|, input (extracto total); IgG, anticuerpo anti-lgG (control negativo); H4ac, Histona H4 acetilada;
act2, beta-actina 2; sp, secuencia potenciadora.
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Tabla 1. Resultados de la Inmunoprecipitaciéon de Cromatina. Promedio de tres
cuantificaciones de la intensidad de banda realizadas con el programa Kodak 1D Image
Analysis Software Version 3.4.5 para cada secuencia en los estadios de 6 hpf, 10 hpf, 15 hpf,
24 hpf, 48 hpf, 72 hpf y 96 hpf luego de la inmunoprecipitacién con un anticuerpo anti-histona
H4 acetilada. La escala de colores utilizada muestra con rojo un enriquecimiento promedio igual
a 0 y con verde promedios mayores o iguales a 10. Consideramos arbitrariamente un
enriquecimiento relativo promedio igual a 2 con color amarillo mas intenso. NA, dato no
analizado.




La técnica de inmunoprecipitacién de cromatina utilizada en este trabajo es una
adaptacioén del método para su aplicacion a embriones completos de pez cebra (Havis
y col., 2006). Empleamos estadios de 6 hpf, 10 hpf, 15 hpf, 24 hpf, 48 hpf, 72 hpfy 96
hpf, y se basa en cinco principales etapas: i} Obtencién de los nicleos, aislados
principalmente de los lipidos del vitelo; i) Entrecruzamiento de las proteinas y el DNA
con formaldehido; iii) Fragmentaciéon de la cromatina por sonicacion; iv)
Inmunoprecipitacién selectiva de complejos DNA-histona H4 acetilada con anticuerpos
especificos y v) PCR para analizar la presencia de la secuencia potenciadora
previamente identificada. Se utilizd inmunoglobulina G (IgG) para cuantificar las
uniones inespecificas del anticuerpo y se afiadié al PCR un par de partidores de beta-
actina 2 como controles de carga. El amplificado se analizé mediante geles de
acrilamida al 2% p/v y la intensidad de las bandas obtenidas fue medida con el
programa Kodak 1D Image Analysis Software Version 3.4.5. El enriquecimiento relativo
en el inmunoprecipitado de las diferentes secuencias potenciadoras analizadas se
calculé normalizando la intensidad de la banda de la secuencia potenciadora con la
banda de beta-actina 2, en el precipitado de histona H4 acetilada y en el control, luego
se divide la intensidad de la banda de la secuencia potenciadora normalizada de
histona H4 acetilada con la de IgG. Esto se realizé para cada secuencia promotora en
los siete estadios estudiados por triplicado, obteniéndose un enriquecimiento relativo
promedio. Utilizamos una escala colorimétrica para presentar los valores de los
enriguecimientos relativos, donde valores entre 0 y 2 se presentan con una gama de
colores que van desde rojo a amarillo y valores entre 2 y 10 con colores que van desde
el amarillo al verde, los valores superiores a 10 mantienen el mismo color verde (Tabla
1). Se muestra un gran dinamismo en el grado de acetilacién de Ia histona H4 en las

secuencias analizadas a través del desarrollo.
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lil. DISCUSION

En vertebrados, prox1, ortélogo de Prospero, tiene un papel claro en el proceso
de diferenciacion celular en distintos tejidos como en médula espinal, cerebro, misculo
esquelético, corazén, higado, pancreas y en células endoteliales formadoras del
sistema endolinfatico. En el oido interno de ratén y pollo tendria un papel en la
diferenciacién de células ciliadas ya que se expresa en células de soporte y en células

ciliadas inmaduras.

En este trabajo se buscd profundizar en el conocimiento actual sobre el
desarrollo y regeneracion de las células ciliadas en el sisterna de la linea lateral del pez
cebra, Para esto prox?, por sus caracteristicas arriba mencionadas, es un buen
candidato de estudio para la comprensién de la incapacidad de regeneracion de las

células ciliadas en el oido interno en marniferos.

4.1  Patrén de expresion de prox1 en Ia linea lateral del pez cebra.

Analizamos la expresién de prox7 mediante hibridacién in situ en el sistema de
la linea lateral del pez cebra, encontramos que [a expresiéon del mensajero de prox
abarca gran numero de células tanto en el primordio migratorio, durante todo su
recorrido, como en gran parte de las células que componen los neuromastos. De igual
manera, la proteina Prox1, detectada mediante inmunofluorescencia, esta presente en
algunas células ciliadas y en gran parte de las células de soporte. Nos llamo la
atencion la aparicion de células externas al neuromasto que expresan Prox1, Estas
células podrian estar involucradas en regeneracion de células del neuromasto en

casos de dafio severo. Varios antecedentes indican (Hernandez y col., 2007) que al
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dafiar las células ciliadas, células de soporte gque expresan sox2 tienen la capacidad de
regenerarlas, pero en dafos mas profundos que comprometan a las células de soporte
es posible que pueden actuar las células periféricas que expresan Prox1 en repoblar
las células de soporte y las células ciliadas perdidas. Para definir esto se requieren
estudios de regeneracién dafiando especificamente distintos tipos celulares, por
ejemplo tratando a [os embriones con distintas concentraciones de cobre (Hernéndez y
col., 2006). La amplia expresion de prox? en el sistema de la linea lateral manifiesta
una importancia relevante en el desarrollo del sistema, posiblemente esta involucrado
regulando las divisiones asimétricas que llevan a la diferenciacién de las celulas

mecanorreceptoras.

Definir los tipos celulares que expresan Prox1 es un paso importante para
definir las funciones en el desarrollo del sistema de [a linea lateral. Analizamos por
inmunofluorescencia la expresion de Prox1 en cinco lineas transgénicas que expresan
GFP en distintos tipos celulares: células del manto, células de soporte y células
ciliadas. Encontramos dos tipos de expresiones de Prox1 en las células de soporte,
unas que lo expresan débilmente y que abarca gran cantidad de las células de soporte
y otras, entre una y tres células por neuromasto, que expresan fuertemente Prox1.
Homologando con lo que ocurre en neurogénesis en Drosophila, donde los
neuroblastos contienen altos niveles de RNA de prospero, peroc el mRNA no es
traducido eficientemente, es posible que las células de baja expresiéon de Proxt son
células de soporte de una potencialidad mayor que las células sox3, listas para
diferenciarse si son requeridas durante el desarrollo o en regeneracion. Las células que
expresan Prox1 fuertemente deben ser células que acumularon Prox1 y entraron en

proceso de diferenciacion, por ejemplo a célula ciliada ya que hemos encontrado este
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tipo de células en el centro del neuromasto con morfologia de célula ciliada e incluso

algunas cuya expresion de Prox1 colocaliza con la expresion de GFP en las células

ciliadas en el transgénico SqET4::GFP.

Vemos en consecuencia que el grupo de las células de soporte es un grupo
muy heterogéneo, donde encontramos grupos celulares con expresiones distintas de
marcadores como 50x3, SCM, prox1 entre otros. Las células que expresan prox7 son
numerosas, incluyen a las que expresan sox3, por [0 que sox3 podria expresarse en
células de soporte progenitoras con caracteristicas especificas y prox7 marcar células

de soporte con un potencial diferente.
4.2  Falta de funcién de proxl y su efecto en la Iinea lateral

Analizamos ademas el papel de prox7 en la linea lateral por falta de funcién,
inyectando morfolinos a embriones WT y de tres lineas transgénicas. Los embriones
morfantes presentaron un menor niimero de neuromastos marcados por la tincion vital
DiAsp. Para encontrar la razén de este fenotipo contamos el nimero de células en el
primordic y resulté ser normal, el nervio de linea lateral tampoco se encuentra afectado
y no encontramos un aumento en la muerte celular por apoptosis que diera cuenta del
menor nidmero de neuromasios marcados. Y analizando los morfantes de las lineas
transgénicas SqET20::GFP, SCM y Bm3c::GFP no encontramos alteraciones en las
células del manto, ni en las células de soporte que expresan SCM, ni en las células
ciliadas. Pero al tefiir con DiAsp los morfantes de la linea Bm3¢::GFP encontramos que
menos del 50% de las células ciliadas con respecto a los embriones WT logran
incorporar Diasp. La falta de Prox1 no afecta [a diferenciacion de las células ciliadas ni

el compromiso de las células progenitoras a célula ciliada, pero de alguna manera
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afecta a las etapas finales de diferenciacion, en la capacidad de las células con
compromiso a célula ciliada de completar la diferenciacién y lograr la funcionalidad. Si
bien el morfolino de splicing y el complementario al codén de inicio de traduccién
producen el mismo fenotipo demostrando la especificidad del método, falta analizar si
la inhibicidn de la expresién de la proteina es total o parcial para asi poder definir si las
células que logran la funcionalidad en los morfantes, al incorporar el pigmento DiAsp, lo
hacen por participacion de Prox1 en la diferenciacion o porque de alguna forma
soslayan su funcién. Sera necesario, por lo tanto, analizar por Westernblot el nivel de la

expresion de Prox1 en los morfantes.

1.2 Importancia biomédica de esta investigacién

En el hombre, la principal causa de sordera es la pérdida de las células ciliadas
por envejecimiento, enfermedad, trauma actstico o por drogas toxicas. Este proceso
es irreversible en estadios post embrionarios, ya que no se desarrollan nuevas células
ciliadas de forma esponténea y no existe un tratamiento terapéutico para recuperar las
células ciliadas en estos pacientes. En contraste, los vertebrados no mamiferos poseen
una capacidad regenerativa muy robusta. Por ejemplo, dafios a las células ciliadas en
la céclea de pollos induce regeneracion de nuevas células ciliadas funcionales,
ademads en peces existe un continuo recambio de células ciliadas como también una
regeneracion total de ellas posterior a un dafio. En estas especies, la regeneracion o
reemplazo de las células ciliadas parece originarse de una poblacidén de las células de
soporte que subyacen a las células ciliadas en estos 6rganos sensoriales (Corwin y
Cotanche, 1988; Ryals y Rubel, 1988; Cotanche y Lee, 1994; Fekete y col., 1998;
Roberson y col., 2004). Se desconoce actualmente si la ausencia de regeneracién de

células ciliadas en mamiferos se debe a una incapacidad inherente a las células de

40




soporte de dividirse y diferenciarse a célula ciliada o si existe un bloqueo de una sefial
esencial que gatille este proceso. Reportes recientes han mostrado que cultivos post-
mitéticos de células de soporte aisladas de coclea de raton son capaces de dividirse y
trans diferenciarse a célula ciliada (White y col., 2006). Ademas, estudios del gen
atonal homolog 1 (ath1), un factor de transcripcion esencial para el desarrollo de
células ciliadas, han entregado evidencia adicional de que las células de soporte
mantienen este potencial. Sobreexpresién de ath7 en el oido interno usando vectores
retrovirales induce aparicién de nuevas células ciliadas en cerdos de Guinea sordos,
adquiriendo una recuperacion parcial de la audicién (lzumikawa y col., 2005). Sin

embargo el papel de prox7 en este proceso atin no ha sido analizado.

4.3  Proyecciones

Este es el primer paso en el anélisis del papel de prox? en la diferenciacion de
las células ciliadas. Lo siguiente en este camino es sobreexpresar prox7 mediante la
inyeccién de su mRNA en embriones de pez cebra suministrando un excedente del
transcrito de manera tal que, o bien acttie antes de lo correspondiente, ejerza su accion
en lugares ectdpicos, o bien fuerce la decisién de un niumero mayor de células a
adoptar un destino de progenitor. También en este caso es importante definir la
distribucion subcelular de Prox1 en las distintas etapas del desarrollo de la linea lateral,
utilizando marcadores subcelulares y de polaridad celular ya que Prox1 es una proteina

gque segrega asimétricamente durante la division celular.
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La pérdida de células ciliadas por enfermedad, trauma y toxicidad a drogas en
una causa comun de sordera en humanos, una condicién que se piensa irreversible
debido a la incapacidad de producir nuevas células ciliadas. En ofros vertebrados si se
produce regeneracion de las células ciliadas, ya sea luego de un dafio o por continuo
recambio celular. Lo mismo ocurre en el sistema de la linea lateral de peces y anfibios.
Es nuestro objetivo comprender el proceso de regeneracion de [as células ciliadas en
la linea Iateral, y en este sentido es importante analizar el papel de prox?. Se han
realizado distintos estudios de regeneracién en pez cebra induciendo la muerte de las
células ciliadas por antibidticos aminoglicésidos y drogas como cisplatina (Cheng y col.,
2005; Henderson y col., 2006; Rizzi y Hirose, 2007; Selimoglu, 2007). En nuestro
laboratorio se reporto que las células ciliadas del la linea lateral del pez cebra son
sensibles a bajas concentraciones de cobre, como sulfato de cobre, disueito en el
medio (Hernandez y col., 2008), lo que nos permitiria eliminar especificamente las
células ciliadas de los neuromastos o ademas las células de soporte, y estudiar asi el
comportamiento de las células que expresan prox? y el papel que desempefian en el

proceso de regeneracion.

4.4 Anilisis del estado de acetilacion de la histona H4 en las secuencias

conservadas no codificantes entre los genes Iroquois

Debido a que el empaquetamiento del DNA en la cromatina provoca una
represion general de la actividad génica, la reconfiguracién de la cromatina es esencial
para la formacion del complejo de preiniciacién de la transcripcién (CPI), el inicio de la
transcripcion (Fry, 2001), y la unién de trasactivadores en secuencias potenciadoras.

Esto se logra mediante complejos de remodelacion adenosin trifosfato (ATP)
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dependientes, que alteran la conformacion de los nucleosomas, y por histonas
acetiltransferasas (HATs), que insertan modificaciones covalentes en las histonas
nucleosomales. La visidn actual es que estos dos tipos de proteinas son reclutadas por
factores de transcripcion, especificos para algunas secuencias, que establecen una
reestructuracion local de la cromatina, permitiendo asj la subsecuente unién de CPls o

de transactivadores.

Multiples residuos de arginina y lisina en las histonas nucleosomales son
sometidas a modificaciones post ftraduccionales incluyende metilaciones vy
acetilaciones. Muchas de estas modificaciones estan asociadas a distintos estados
transcripcionales, en particular las acetilaciones en las histonas H3 y H4 se asocian a

regiones activas.

En este trabajo monitoreamos el estado de acetilacion de la histona H4 en los
nucleosomas que agrupan las secuencias potenciadoras ubicadas entre los genes
irx3~irx5, ix5~irx6, irx1~irx2 e irx2~irx4. Asignamos un valor promedio de
enriquecimiento relativo para cada secuencia potenciadora, valor que representa un
grado de acetilacion relativo entre las secuencias. No podemos asociar, con este
estudio, una secuencia con un bajo enriquecimiento relativo promedio que sea una
secuencia no activa, porque no es posible asignar a un valor especifico de
enriquecimiento relativo la relajacién de la cromatina y exposicion de la secuencia a la
magquinaria transcripcional. Ademas existen otras modificaciones post traduccionales,
en ésta y ofras histonas, que pueden descondensar la cromatina como las

acetilaciones a la histona H3 por ejemplo.
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Encontramos una gran variabilidad durante el desarrollo en el grado de
acetilacion de la histona H4 con distintas secuencias potenciadoras, desde secuencias
que mantienen un alto grado relativo de acetilacion de la histona H4 en todos los
estadios analizados, como las secuencias Z54129 y Z5179, hasta secuencias en que la
histona H4 muestra un bajo grado de acetilacion en todos los estadios del desarrollo, la

secuencia 255019 por ejemplo.
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Figura 9. Perfil de enriquecimientos relativos de tres secuencias potenciadoras
durante el desarrollo. Se muestran tres ejemplos de secuencias potenciadoras que
representan tres comportamientos distintos. La secuencia Z54129 que presenta un grado
relativo de acetilacion de la histona H4 a través del desarrollo muy por encima del resto de las
secuencias. La secuencia Z55019 por el contrario muestra en todos los estadios analizados un
enriguecimiento relativo muy bajo. La secuencia Z2260 muestra un bajo enriquecimiento relativo
en los tres primeros estadios analizados y luego aumenta a las 24 hpf fuertemente su nivel
relativo de acetilacion.

Los resultados de inmunoprecipitacién de cromatina (Tabla 1) muestran una

gran dinamismo en los grados de acetilaciébn de las secuencias potenciadoras, y
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podemos observar estas variaciones en una secuencia especifica a través del tiempo
(Figura 9) donde se presentan tres secuencias analizadas a través de los estadios
estudiados, la secuencia . La secuencia Z54129 presenta un grado relativo de
acetilacion de la histona H4 a través del desarrollo muy por encima del resto de las
secuencias, lo opuesto ocurre en la secuencia Z55019 que muestra en todos los
estadios analizados un enriquecimiento relativo muy bajo. La secuencia 22260 muestra
un bajo enriquecimiento relativo en los tres primeros estadios analizados y luego

aumenta a las 24 hpf fuertemente su nivel relativo de acetilacion.

También es posible analizar los datos obtenidos observando el nivel relativo de

acetilacion de la histona H4 por regién intergénica a un estadio del desarrollo en

48hpf

20
18
16
14
12

particular (Figura 10), lo que nos permite observar variaciones a nivel genémico.
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Figura 10. Enriquecimientos relativos de todas las secuencias conservadas a 48
hpf. Se muestra la posicion de las secuencias conservadas en relacion a los genes Irx. Se
puede observar el gran dinamismo en los niveles relativos de acetilacién en un estadio del
desarrollo en particular.
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Las secuencias analizadas fueron identificadas realizando comparaciones in
silico entre las regiones irx3-irx5, irx5-irx6, irx1~irx2 e i2~irx4 de humanos, ratén, pez
cebra y fugu (de la Calle-Mustienes y col., 2005), donde probaron sus actividades
potenciadoras clonando las secuencias rio arriba del promotor basal de irx3a de pez
cebra, promotor silente durante la embriogénesis en pez cebra, dirigiendo la expresion
del gen reportero EGFP (de la Calle-Mustienes, 2005). Al sacar de contexto la
secuencia potenciadora podemos probar su actividad pero perdemos toda Ia
informacién relacionada a su regulacién epigenética, pudiendo asi dirigir una expresion
de GFP en muchos territorios en transgénesis transiente pero en su condicién nativa

dirigirla sélo a algunos.

Con este trabajo complementamos estos resultados al analizar las secuencias
potenciadoras en su contexto epigenético enddgeno. Podemos, de esta forma,
acercarnos de una mejor manera a explicar la conservacion de los genes /rx y

comprender finalmente los mecanismos de su regulacién.
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IV. CONCLUSIONES

El mRNA de prox1 presenta una distribucién localizada en células que
componen el sistema de la linea lateral en el pez cebra.

La proteina Prox1 se encuentra presente en dos de los tipos celulares que
componen los neuromastos de la linea lateral, en algunas células ciliadas y en
algunas células de soporte.

Prox1 es necesario para la diferenciacion terminal de las células ciliadas en
neuromastos de la linea lateral del pez cebra.

Es posible realizar estudios de estado de acetilacion de cromatina mediante
inmunoprecipitacion (ChlP) de embriones completos de pez cebra.

Los elementos cis-reguladores conservados presentes en las regiones
intergénicas del complejo de genes /rx de pez cebra, muestran modificaciones
dinamicas de la cromatina consistentes con su rol en regulacion transcripcional
de esta familia génica.
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