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Oh Musés, con que frase imperecedera debiera comenzar a hablar de tal héroe. Jaime
Adolfo Espina Hidalgo, esforzado joven proveniente de la bien edificada Quinta
Normal; nacido un 19 de Marzo de 1987; hijo ilustre de Marta Hidalgo Estay, musa
entre las mortales, y Jaime Espina Diaz, varon igual a un Dios. jTales padres tuvo!, y
ambos, aunque humildes fueron capaces, no sin sacrificio, de dar a Jaime todo cuanto
necesitd. Mas ea, hablemos de quién hoy nos convoca, puesto que la leyenda que se
evoca tiene su comienzo, cuando en su nacimiento, es el mismisimo Apolo quién pone
en el alma de Jaime la semilla de la curiosidad, la cual germiné en los primeros afios de
su vida, crecié en tiempos de su primera instruccion, en las magnificas paredes del
colegio Elvira Hurtado de Matte, y florecié cuando el Hado del Destino conmovid su

corazon dirigiendo su suerte, en octavo basico, a glorioso curso de biotecnologia




generado desde las aulas de la Universidad Vicente Perez Rosales, el cuil a Jaime
impact6, como cuentan las epopeyas, marcando el hito que orientase su vocacidn.

Ya en el cambio de Milenio, es recibido en el imponente Liceo José Victorino Lastarria,
recinto donde conocid algunos de sus mas caros amigos. Fue aquél mistico palacio, al
cudl rinde honores hasta el dia de hoy, el que avivd su gusto por la Biologia Molecular y
didle los elementos que le permitirian, con esfuerzo y ayuda divina, entrar a la
Universidad de Chile a estudiar lo que cuatro afios antes el Hado habia insinuado, pero
actualmente Jaime habia decidido: Ingenieria en Biotecnologia Molecular.

Finalmente, en la sacra facultad de ciencias, encontrése el esforzado héroe junto a
mortales que comparten su curiosidad y ain hoy una carisima amistad. Mas en
semejante ciudadela Jaime no so6lo recibio la instruccion practica de futura labor, sino
que también aquellas murallas forjaron las herramientas de su pensar, y son las que hoy

usa, encomendandose a la veneranda Atenea, para finalizar esta, su Tesis.
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Esta Tesis la dedico a mis
padres por el incondicional
apoyo  durante toda mi
existencia. Este es realmente
Jruto de su trabajo
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Resumen

La familia de factores de transcripcién CSRNP (cystein-serine-rich nuclear protein) est4
conservada desde Drosophila hasta humanos. Estudios funcionales hechos en raton,
mediante knockout de cada uno de sus pardlogos, han resultado insuficientes para
dilucidar una funcion para esta familia de proteinas en el desarrollo de vertebrados. En
nuestro laboratorio, se ha estudiado el ortélogo de pez cebra Axudl, observando su
funcién esencial en la supervivencia y proliferacion de progenitores cefélicos. Para
obtener mds informacién sobre la familia de proteinas CSRNP en el desarrollo de
vertebrados, en este trabajo se ha analizado un segundo ortélogo existente en pez cebra:
el gen csrnpla. Analisis de expresion indican que el gen es expresado desde las 18
horas post fertilizacién (hpf) hasta estadios larvales, concentrando su expresién en
territorios anteriores cefélicos, en el tubo neural ventral; y en sitios posteriores,
especificamente en la masa celular intermedia (ICM). El Knockdown del gen mediante
el uso de oligonucleétidos modificados, denominados morfolinos, muestran que la
reduccion en la expresion del gen csrupla genera una disminucion del tamafio de la
cabeza y del numero de células observadas en circulaciéon sanguinea. De esta manera
nosotros obtuvimos nueva evidencia acerca de la expresion de la familia de proteinas
CSRNP en el desarrollo embrionario del pez cebra y de su posible papel en [a formacién

del linaje sanguineo.




Abstract

The family of transcription factors CSRNP (cystein-serine-rich nuclear protein) is
conserved from Drosophila to human. Functional studies in mice, through knockout for
each of their paralogs have resulted insufficient to elucidate a function of this family of
proteins in vertebrate development. In our laboratory, we have studied the zebrafish
ortholog Axudl, showing its essential role in the survival and proliferation of cephalic
progenitors. In order to make a more extensive characterization of this family of
proteins, in this work we have analyzed a second zebrafish ortholog: the csrapla gene.
The expression pattern indicates that this gene is expressed as early as 18 hours post
fertilization (hpf) until larval stages, concentrating its expression in anterior cephalic
territories, in the ventral neural tube; and posterior sites, specifically in the intermediate
cell mass (ICM). Gene Knock-down using antisense oligonucleotides, morpholinos,
shows that a reduction in csrnpla expression generates a reduction in head size and a
decrease in the number of cells observed in blood circulation. By this way we obtained
new evidence for the expression of the CSRNP protein family during embryonic
zebrafish development and highlight the potential role of this gene on the formation of

the blood linage.




Introduccion

La regulacién transcripcional coordinada de los eventos de proliferacién, muerte y
diferenciacién celular es esencial para el desarrollo de todos los organismos. Muchos
factores de transcripcién tejido especifico median roles cruciales en la organogénesis,
pero son transcritos tinicamente como genes blanco de diversas vias de sefializacion.

En ese sentido, la organogémesis es controlada por familias de moléculas de
seflalizacién como Wnt, Sonic Hedgehog, BMP y FGFs (Hogan, 1996; Cadigan and
Nusse, 1997; Martin, 1998)

La via de sefializacién Wnt participa en multiples eventos del desarrollo embrionario de
de vertebrados ¢ invertebrados (revisado por Croce y McClay, 2006). AXINAT es un
regulador negativo de la via Wnt. Esta proteina, en ausencia de Wnt, forma un
complejo con los factores APC (Kishida y col, 1998) y GSK-3 (Ikeda y col, 1998) que
favorece la fosforilaciéon de B-catenina promoviendo su degradacién via proteosoma
(Aberle y col, 1997). En presencia de Wnt este complejo regulador negativo es inhibido,
consecuentemente estabilizando B-catenina, la cual posteriormente es traslocada al
ntcleo (Huber y col, 1996), donde actiia como cofactor de factores de transcripcién
como T-cell factor (TCF)/lymphocyte enhancer binding factor (LEF) (Korinek y col,
1998) activando la expresion de diversos genes fundamentales para el desarrollo
(revisado por Logan y Nusse, 2004) (Figura 1).

Mutaciones en el gen axinal han sido relacionadas con diversos tipos de cancer humano




%“"'i’»i Figura 1. Esquema simplificado
.y de la via wnt canénica. En
ausencia de Wnt el complejo
Fz regulador negativo fosforila a B-
catenina promoviendo su
degradacién via  proteosoma;
mientras que en presencia de wnt
este complejo es inhibido, B-
catenina es traslocada al niicleo y se
une al factores de transcripcién de
la familia TCF/LEF. (Modificado
de Song 2000)

NUCLEAR
TRANSCRIPTIONAL
COMPLEX

(revisado por Huang y He, 2008). En contraste, la transfecciéon de AXINA1 en células
tumorales que presentan mutaciones en AXINAI, B-catenina o APC, es capaz de
suprimir el crecimiento celular e inducir apoptosis (Satoh y col, 2000). Ishiguro y col,
(2001) mediante microarreglos observaron un gen cuya expresion disminuye en células
de cancer de colon con mutaciones en el gen axinal y aumenta al sobreexpresar
AXINA1 y no otros componentes del complejo regulador negativo de la via wnt, o sea
es independiente de TCF/LEF. Por esto es llamado Axin Upregulated-1, AXUDI.
Ademas en este trabajo se observo que la expresion este gen esta reducida en células
tumorales de céancer de rifion, intestino, pulmén e higado. Otros estudios advierten que
el transcrito axud! esta sub-representado en colanocarcinomas intrahepaticos (Obama y
col, 2005); tumores pancreaticos (Nakamura y col, 2004) y cancer de mamas (Nishidate
y col, 2004). Estos antecedentes sugieren que AXUDI tiene un rol como factor supresor

de tumores. Paralelamente, analizando perfiles transcripcionales en diversas condiciones




celulares, se ha identificado el transcrito axud! como un gen asociado a funciones
inmunes (Hutton y col, 2004); siendo inducido por el factor de crecimiento derivado de
plaquetas en células troncales embrionarias de ratén (PDGF)(Chen y col, 2004); en
microglias producto de dafio neuronal provocado por dopamina (Thomas y col, 2006) o
por el cardiotéxico doxorrubicina en cardiomiocitos (Yi, y col, 2006); y por IL-2 en
linfocitos (Gingras y col 2007). La amplia gama de reguladores de la expresién de
AXUDI identificados, que por mucho excede las iniciales observaciones de su
induccién por AXIN1; sumado a las caracteristicas de la secuencia proteica predicha
para este gen (ver mas adelante) es que actualmente se utiliza la nomenclatura CSRNP
para referirse a esta familia de protefnas.

La familia de proteinas CSRNP han sido conservadas de Drosophila a humanos. Estas
proteinas tienen la particularidad que no contienen dominios definidos en su secuencia o
motivos que hayan sido anotados anteriormente en alguna base de datos publica. Sin
embargo mediante el analisis de la secuencia primaria predicha de los miembros de esta
familia se han identificado tres regiones: una regién amino-terminal rica en serina; una
region de aproximadamente 50 amino 4cidos rica en cisteina; y entre las dos regiones
anteriores un dominio que contiene preferentemente residuos aminoacidicos bésicos
(Figura 2A). Analisis de similitud de secuencias muestran que la regién amino terminal,
que incluye las regiones ricas en serina, cisteina y la regi6n basica, es el dominio mas
conservado. Dentro de este segmento la mayor homologia se presenta en la region rica
en cisteina. En particular en 10 residuos posicionalmente conservados en todos los

CSRNPs de las distintas especies (Figura 2B) (Gingras y col, 2007).




La localizacién subcelular del producto de los genes csrup, tanto en los tres parslogos
de ratén, CSRNP-1, 2 y 3; como del umico ortélogo encontrado en Drosophila,
DAXUDI, es en el niicleo (Gingras y col, 2007; Glavic y col, 2009). Por otra parte, las
proteinas CSRNP de raton fusionadas al dominio de unién a DNA de Gal4 son capaces
de activar significativamente la expresion de luciferasa bajo el promotor gal4 en células
293T y de levadura. Ademds, mediante aproximaciones de “unién y amplificacion
(SELEX)” se ha identificado la secuencia AGAGTG (o el complemento CACTCT)

como el sitio de unién al DNA més probable para las proteinas de la familia CSRNP.
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Figura 2. Estructura primaria y alineamijento de proteinas CSRNP de distintas especies. A)
Representacién esquematica de la estructura primaria de los tres ortdlogos de ratén CSRNP-1, 2 y 3
respectivamente y los ort6logos existentes en Drosofila y C. elegans; identificando principales
caracteristicas. B) Alineamiento mniltiple del motivo rico en cisteina indicando las 10 posicionalmente
mds conservadas (flechas). RefSeq from GenBank are as follow: M. musculus (m) CSRNP-1
(NP_695019), H. sapiens (h) AXUD1 (NP_149016), mCSRNP-2 (NP_700456), hCSRNP-2
(NP_110436), mCSRNP-3 (NP_700458), hCSRNP-3 (NP_(79245), D. melanogaster CG4272
(NP_608673) and C. elegans C41D11.3 (NP_491368),




La funcion in vivo de estas proteinas fue inicialmente estudiada mediante la obtencién
de ratones knockout de cada uno de los tres pardlogos presentes y en animales doble y
triple knockout. Los ratones observados resultaron indistinguibles de los silvestres, y no
presentaron fenotipos evidentes a nivel histolégico o sistémico. La tasa de mortalidad
no se vio afectada. Y no se pudo evidenciar la actividad supresora de tumores sugerida
para esta familia de genes o algin otro papel evidente en el desarrollo embrionario. Sélo
en ratones triple knockout (CSRNP1-/-/ CSRNP2-/-/CSRNP3-/-) se pudo observar una
mortalidad evidente del 75% de estos ratones neonatos durante las primeras horas de
vida. Estos efectos fueron atribuidos a una ausencia de conducta de lactancia, y no a
otros motivos que sean atribuibles a la falta de funcioén de estos genes (Gingras y col,
2007).

En Drosophila existe un tnico ortélogo de la familia de factores de transcripcidn
CSRNP, DAXUDI. Estudios funcionales mostraron que DAXUDI1 actia como
supresor de tumores. La sobreexpresion de DAXUDI produce, a través de una
perturbacion en la actividad CDK1, un arresto del ciclo celular en fase G2/mitosis, lo
que induce posteriormente apoptosis por la activacion de la via JNK. En contraparte, en
condiciones knockdown para DAXUDT1 se observa un aumento en la proliferacién de las
células imaginales (Glavic y col, 2009).

Recientemente se identificaron en Darnio rerio dos secuencias homélogas a DAXUDI
(Feijoo y col, 2009). Una de estas con 69% de identidad (actualmente Axudl de pez
cebra) y otra con 63% de homologia a nivel de secuencia aminoacidica (actualmente
Csrnpla). En este trabajo se analizé el ortélogo mas similar al gen DAxudl de Drosofila

presente en pez cebra, Csrnpl/Axudl. El patrén de expresion observado de axudl




mediante hibridacién in situ indica que el gen es materno y que se expresa de forma
dindmica desde el clivaje hasta estadios larvales preferentemente en zonas neurales
(Figura 3). El knockdown del gen mediante morfolinos antisentido genera un fenotipo
de cabeza pequefia el cudl se explica por una disminucién en la proliferacién y aumento
en la muerte de progenitores neurales cefdlicos. Cabe destacar que al inyectar altas
concentraciones de morfolino axud! (sobre los 10ng) también se observa una
disminucién de la cantidad de células sanguineas en circulacion.

El contexto de este seminario de titulo es la obtencién nuevos datos de expresion y
funcién de la familia CSRNP, extendiendo el analisis al segundo pardlogo identificado
en pez cebra, el gen csrnpla. Considerando los antecedentes obtenidos respecto al
primer miembro de la familia en pez cebra se plantea la hipétesis: “El gen csrupla se
expresa de manera dindmica en nichos proliferativos durante estadios tempranos
del desarrollo embrionario del pez cebra, con una funcion fundamental en el

establecimiento de dichos progenitores”




Figura 3. Expresion del gen axudl en pez cebra mediante hibridacién in situ. Estadios varian entre 2
células y 24 hpf. Imagenes A, B, E, F, G y F son vistas laterales; C es una vista dorso anterior; y D, He
son vistas dorsales. A) Embrion de dos células. B) 30% de epibolia. Expresién ubicua en polo animal y
con una concentracion en la zona marginal (flecha). C) 10 hpf. Marca en la placa precordal y mesodermo
cordal, limite anterior marcado con una flecha. D) Embrién de 10 hpf sin vitelo. Mensajero de axud!
localizada en cabeza y notocorda. E) 12 hpf. Expresion en cerebro zona anterior del cerebro anterior, en el
cerebro medio, en cerebro posterior y notocorda. F) 16 hpf. Marca en hipotilamo, glandula pineal
(flecha), cerebro medio dorsal y placoda dtica. A 20 hpf (G y H) y 22 hpf (I).La expresion se restringe al
cerebro anterior y a ventriculos del cerebro medio. J) 24 hpf. Marca en cerebro anterior, tectum, limite
entre el cerebro medio-posterior y cerebro posterior. fb, cerebro anterior; mb, cerebro medio; hb, cerebro
posterior: n, notocorda; tc, tectum; tg, tegmentum; pg, glandula pineal; hyp, hipotidlamo; MB-HB, limite
entre cerebro medio y cerebro posterior; op, placoda 6tica (extraido de Feijoo y col 2009).




Objetivo General.
- Caracterizar el gen csrmpla durante el desarrollo embrionario de pez cebra y

analizar su funcién.

Objetivos especificos.
- Determinar el patrén de expresion temporal de csrmpla entre O hpf hasta
estadios larvales de pez cebra mediante RT-PCR.
- Determinar el patron de expresiéon cspacial del gen csrnpla mediante
hibridacién in situ entre las 0 hpf hasta estadios larvales de pez cebra.
- Caracterizar el fenotipo producido por la reduccion de CSRNPla generado

mediante la inyeccion de morfolinos antisentido especificos contra este gen.
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Materiales y Métodos

Mantenimiento de peces cebra y obtencién de imagenes.

Los peces fueron tratados de acuerdo al sistema descrito por Westerfield, 2007. En este
trabajo se utilizaron tmicamente lineas de pez cebra silvestres (wt) del laboratorio de Dr.
Miguel Allende, los cuales se cruzaron de manera natural para la obtencion de los
embriones. Los embriones obtenidos de esta manera fueron incubados a 28,5 °C en
placas Petri con medio E3 con azul de metileno y fijados en PFA 4% toda la noche, en
el estadio apropiado. Los tiempos de desarrollo estin expresados en horas post
fertitizacién (hpf). Las fotografias fueron tomadas con una lupa de diseccién Leica
MZ12 con una cdmara Leica DFC 300FX. Las imagenes fueron procesadas con
Photoshop CS3. Para todos los experimentos descritos las imdgenes mostradas son
representativas del efecto observado y cuando este efecto estd presente en
cualitativamente la mayoria de los individuos (sobre un 70% de los individuos
observados), con un minimo de 50 embriones por experimento. Todos los experimentos

fueron repetidos al menos tres veces.

Secuencia csrupla.

La secuencia analizada en este trabajo es la encontrada previamente por Feijéo y col,
2009, que posee un 63% de homologia en la secuencia aminoacidica con el gen daxud]
de Drosofila (nimero de acceso Gene Bank: BX649335). A partir de esta secuencia
fueron disefiados los partidores para RT-PCR, y los morfolinos ATG y de splicing del

gen.
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Andlisis de la expresion mediante RT-PCR.

Para realizar el RT-PCR se extrajo ¢l RNA total de embriones de pez cebra silvestres de
0, 6, 10, 18, 24, 36 y 48 horas post fertilizacién. Luego mediante el kit ImProm-II™
Reverse Transcription System Promega, y utilizando partidores poli-A se obtuvo el
cDNA total. Este fue sometido Iuego a un PCR utilizando como partidor directo:
axudlF: 5-CTCTGATGAAGACAGTCCACAAAG-3" y como partidor reverso
axudlR: 5°-TCAGAGTCCGAAGACAGACTGAG-3". Dichas secuencia se encuentran
posicionadas en el exon 2 y en el 4 respectivamente y generan un amplicén de 1,2 kb.
Ademés se amplificd el RNA extraido para verificar una posible contaminacién con
DNA geonomico. Como control de cDNA se utilizaron primers de B-actina: directo, 5°-
TGTCTTCCCATCCATCGTG-3 y reverso, 5’-AGGTCACGGCCAGCCAAG-3’°, que

generan un amplicon de aproximadamente 700 pb.

Hibridacién in situ en embrién completo de pez cebra.

Para la sintesis de la sonda antisentido del gen csrapla se utilizo el EST:
AGENCOURT 22438433 (Open Biosystems). Este fue linearizado con la enzima de
restriccion EcoRV. 1pg de DNA lineal se transcribié in vitre utilizando la enzima T7
durante 4 horas a 37°C. EI RNA obtenido fue precipitado con LiCl 4M y etanol 100%.
Finalmente se resuspendié en 11pL de agua RNAsa free, de los cuales se usé 1uL para
observar la concentracién de la sonda en un gel de agarosa al 2% en corridas de 5
minutos a 150V. De acuerdo a la cantidad observada de sonda, esta fue re suspendida
en un volumen de Buffer de Hibridacion de in sifu.

Embriones silvestres entre 0 y 48 hpf, se fijaron con paraformaldehido 4%/PBS toda la

AN
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noche a 4 °C o 2h a temperatura ambiente. Posteriormente se realizd el protocolo de

hibridacién in situ (Thisse, 2008).

Knockdown de la proteina CSRNP1a.

Para generar la falta de funcion de CSRNPla se realizd el knockdown mediante la
inyeccion de morfolinos (oligonucledtidos antisentido modificados quimicamente
(revisado por Lieschke y Currie, 2007)). Se utilizaron dos tipos de morfolinos: MoATG-
CSRNPla (secuencia 5'-ACTGACGAGCACAACTCAACAACAG-3") disefiado para
unirse a una region del AUG del mRNA de csrapla. Y MoSp-CSRNP1a, (secuencia 5°-
TATCATGAGTGACTTACTTGGCATG -3°) el cual se une al sitio de splicing enire el
exon3/intron3 del mRNA primario de csrnpla. Se utilizaron como control peces wt sin

inyeccion. Los morfolinos fueron obtenidos de la empresa Gene-Tool, LLC (USA).

Microinyeccién en embriones de pez cebra.

Los embriones fueron microinyectados en estadios de una a dos células, con corion.
Posterior a su inyeccion, los embriones se lavaron en medio E3 sin azul de metileno y se
incubaron a 28,5 °C en placas de Peiri. Ya después de la gastrulacion se cambid el
medio a E3 con azul de metileno y se dejaron incubados a 28.5°C hasta que alcanzaran
los distintos estadios de andlisis, segtin lo descrito por Kimmel y col, 1995. La cantidad
inyectada de cualquiera de los morfolinos fue determinada empiricamente para cada uno
de ellos. Esto por que la inyeccién en bajas concentraciones no produce fenotipo,
mientras que a alta concentraciéon el morfolino es toxico per se, y los fenotipos

observados no son necesariamente producto de su actividad especifica. El criterio
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utilizado para elegir la cantidad 6ptima de morfolino a inyectar fue que la tasa de
mortalidad a las primeras horas sea la minima pero para la cual sea posible ver un
fenotipo reproducible, que esté presente en la mayoria de los embriones y no pueda ser,

a priori, atribuible a toxicidad espontanea del morfolino.

O-Dianosidina.

Se realiz6 una tincion O-Dianosidina (3,3'dimetoxibenzidina} la cual marca eritrocitos
maduros. Este compuesto reacciona con la hemoglobina de los glébulos rojos, en
presencia de perdxido, generando un producto oxidado de color naranja (Wei y col,
2005). Se prepara una soluciéon de O-Dianosidina que contiene: 0.06 mg/mL de O-
Dianosidina; Acetato de sodio 0.01M; H,O; 0.65% vy etanol 40%. Embriones vivos
fueron lavados con esta solucion de 5 a 10 minutos y posteriormente fijados con PFA

4%-PBS (Iuchi y Yamamoto, 1983).

Tincion DAB

Se realizdé una tincion DAB (3,3'-deaminobencidina) la cuwal reacciona y marca
preferentemente células que contienen peroxidasa. Se utiliza DAB 0.07 mM el cudl se
disuelve en 300puL de DMSQ, 533ul de etanol 100%, se agregan 450pLl. de PBS y
finalmente 50uL de HyO;. Esto se alicuota y guarda a -20°C. Para el uso de esta tincién
se fijan embriones durante 2 horas en PFA 4%-PBS, se lava 5 minutos con H,0; se lava
3 veces por 5 min. en PBST; se lava una vez mas por 5 min en PBS y finalmente se lava
con la mezcla DAB. La reaccidn del DAB catalizada por la peroxidasa se desarrolla por

al menos 3 horas y hasta que se observa tincion en los embriones.
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Resultados

Secuencia del gen CSRNP1a.

El gen csrnpla esta mapeado en el cromosoma 2 en el locus BX649335 de pez cebra.
La secuencia gendmica tiene aproximadamente 12,8 Kb, y estd compuesta por 4 exdnes
que generan un mensajero predicho de 1559 pares de bases. En la figura 4 se observa un
esquema del gen csripla, donde ademas se especifican los sitios de alineamiento de los
partidores utilizados para el RT-PCR; la region del gen que es hibridada por la sonda
antisentido para la hibridacion in situ; y la secuencia de unién de los morfolinos

antisentido.

MoATG-CSRNP1a MoSpl-CSRNP1a Sondain situ
Figura 4. Esquema del gen CSRNPla. Se esquematizan los exénes en cuadros verdes unidos por
intrones mostrados como lineas azul oscuro. Las flechas celestes representan los partidores directo (F)y
reverso (R). Los morfolinos y la sonda se muestran en rojo y azul respectivamente.

Patréon de expresion de csrupla mediante RT-PCR.

Para analizar el patron de expresion temporal del gen csrnpla durante el desarrollo
embrionario de pez cebra, se realizo un RT-PCR utilizando como templado ¢cDNA
obtenido de embriones de 0, 6, 10, 18, 24, 30, y 48 horas post fertilizacion, con
partidores especificos para el gen que amplifican una regién 1.2 kb entre el ex6n 2 y 4.
Con esta metodologia es posible apreciar la falta de expresién del gen a 0 hpf lo que
indica que, a diferencia de su pardlogo axud! (Figura 3), este transcrito no es de aporte

materno. A las 6 horas post fertilizacién, cuando ha comenzado la expresion zigética en
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el embrion y a las 10 hpf, fue posible encontrar transcrito, pero en cantidades muy bajas.
Posteriormente fue posible observar un aumento en la expresion génica entre los

estadios de 18, 24 y 36 hp{'y que disminuye nuevamente a las 48 hpf (Figura 5).

i 10 18 24 36 48

1,5%b
nl, 2 Ko
1,0 kb

Figura S. Expresion del gen csraple mediante RT-PCR durante el desarrollo embrionario de pez
cebra. En la parte superior del gel, en el carril 1 se indica el estdndar de peso molecular, mientras que en
el'resto de los carriles se indica el estadio en horas post fertilizacion utilizado para la realizacion de este
ensayoe, En el borde izquierdo del gel se muestra el tamafio de los carriles del estandar de peso molecular
y con una flecha roja se identifica el producto de PCR correspondiente al gen csrupla con un tamaiio
obtenido de aproximadamente 1.2 kb.

Patrén de expresién de csrnpla mediante hibridacién in situ.

El siguiente paso en la caracterizacién de csrupla fue la obtencién del patrén espacio-
temporal de expresion de este gen. Esto se realizé mediante hibridacion i situ (ISH) en
embriones de estadios previamente determinados por la observacién positiva de
expresion del gen mediante RT-PCR. En los estadios mas tempranos de expresion, entre
6 y 18 hpf, no se logré observar presencia de mensajero en algin tejido del embrién el
pez cebra mediante hibridacién in situ (no se muestra el dato). A las 26 horas post
fecundacidn, es posible evidenciar claramente expresion de csrmpla concentrada en
territorios anteriores, en el tubo neural ventral; y en la masa celular intermedia, a lo
largo de la extension del vitelo (ICM). (Figura 6).

Luego, desde las 34 hpf hasta los siguientes estadios analizados, la marca cefalica
anterior comienza a volverse ubicua, mientras que la expresion posterior, en la masa

celular intermedia se mantiene.
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26hpf

30hpf

34hpf

42hpf

G : H
Figura 6. Patrén de expresion de CSRNP1a obtenido mediante hibridacion in situ. A la izquierda se
muestran embriones completos y a la derecha se observa una ampliacion de la cola enfocandose en la
expresion en la masa celular intermedia (flechas rojas). Todos los embriones en esta y posteriores figuras
estan mostrados en vistas laterales orientados con anterior y dorsal hacia la izquierda y arriba de la figura
respectivamente. A y B, embrién de 26 hpf se observa expresion generalizada en el tubo neural ventral, y
en la masa celular intermedia (ICM) (flecha roja). C y D, embrién de 30 hpf, continta expresion en el
tubo neural ventral y a lo largo de la ICM. E y F, embrion de 34hpf, expresion en el tubo neural ventral, y
a lo largo de la masa celular intermedia. G y H embrién de 42 hpf. Expresion cefalica se vuelve ubicua, se
ve marca en notocorda (flecha negra) y la sefial a lo largo de la masa celular intermedia se restringe hacia
sitos caudales hematopoyéticos (CHT).

A las 42 hpf la sefal en anterior es generalizada en el cerebro, aparece ademas
expresion en la notocorda, y la tincion detectada a lo largo de la masa celular intermedia
se restringe a un tejido mas caudal llamado sitio caudal hematopoyético (CHT). La

similitud en la expresion anterior de csrnpla 'y axudl sugiere que estos genes tendrian
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sugiere que estos genes tendrian funciones redundantes en este territorio. La ICM es un
sitio de proliferacién y diferenciacion de células hematopoyéticas (revisado por Davison
y Zong, 2004), de manera que la expresién de csrmpla en este tejido sugiere un rol

hematopoyético para este gen.

Knockdown de Csrnpla mediante morfolinos antisentido.

Para analizar la funcién de Csmpla en el desarrollo embrionario, se disefiaron dos
morfolinos antisentido MoATG y MoSp que complementan con diferentes regiones del
mensajero de csrupla y que actiian en diferentes etapas de la maduracién del transcrito
(revisado por Lieschke y Currie, 2007) (ver Materiales y Métodos) (Figura 4). Se
inyectaron embriones silvestres con diversas cantidades de ambos morfolinos, entre 2,5
y 10ng y se observd el fenotipo de los embriones entre las 24 y 48 hpf. La inyeccion de
diferentes cantidades de morfolinos generd una gama de embriones con diversas fallas
que pueden ser agrupadas de la signiente manera: Un grupo inyectado con bajas
cantidades de morfolino (MoATG: 2,5ng; MoSp: 5ng) no presenté fenotipo, es decir, no
presenta perturbaciones claras evidenciables mediante la observacién bajo lupa, o un
aumento de la mortalidad respecto a los embriones silvestres. Un segundo grupo
inyectado con concentraciones intermedias de morfolino (MoATG: Sng; MoSp: 7,5ng),
presentan fenotipos intermedios. En estos embriones se observé una disminucién ligera
en el tamafio de la cabeza, reduccién en la cantidad de células sanguineas en
circulacién, una mortalidad de aproximadamente el 30% con respecto a los embriones
silvestres y un ligero atraso en el estadio embrionario de los individuos observados.

Finalmente en el tercer grupo, inyectado con altas concentraciones de morfolino
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(MoATG: 7,5ng MoSp: 10ng), se observé fenotipo intenso, en el cudl la cabeza estd
muy disminuida en tamafio, somitos mal formados, y fallas que pueden atribuirse a una
perturbacién general en el mesodermo, una alta mortalidad (entre 50 y 80% de los
embriones antes de las 24 hpf), y embriones atrasados en su desarrollo. El primer grupo
de individuos fue excluido puesto que la cantidad de morfolino no fue suficiente para
lograr un fenotipo apreciable; el tercer grupo también fue descartado debido a que el
fenotipo observado es muy probablemente consecuencia de la toxicidad del mor}olino.
De acuerdo con lo anterior, el fenotipo considerado como producto de la actividad
especifica de morfolino, y por tanto informativo respecto de la funcién de csrupla, fue
el de embriones con la cabeza ligeramente mds pequefia y falta notable de células
circulando pasadas las 24hpf, estos fueron seleccionados para los experimentos
posteriores. La cantidad dptima que permite replicar las condiciones mencionadas para
el MoATG-CSRNP1a fue de 2.5ng por embrién, mientras que para el MoSp-CSRNP1a
fue de 5ng por embridon. El hecho que mediante la inyeccién de dos morfolinos se
obtenga un mismo fenotipo sugiere que ambos son especificos y eficientes en disminuir
los niveles de CSRNPla, sin embargo es preciso probar que los morfolinos son

especificos mediante un experimento de rescate de funcion.

MoSp-CSRNP1a tiene la habilidad de inhibir especificamente a csrupla.

El morfolino de splicing inhibe la maduracién del RNA primario de csrmpla. Sabiendo
esto, se evalud la habilidad de este morfolino de inhibir especificamente el
procesamiento del transcrito de csrmpla. Se obtuvo el cDNA de embriones de 24 hpf

silvestres y morfantes, y se realizé un PCR con los partidores especificos del gen (ver
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Figura 4), observando }a ausencia del amplicén en la muesira morfante debido a que el

mRNA no maduro incorpora dos intrones, resultando en un amplicén de 8700pb, el cual

es mayor para ser amplificado por un PCR de las condiciones descritas previamente

(Figura 7). De esta manera observamos que el MoSp-CSRNP1a afecta el procesamiento
del transcrito y en consecuencia la expresion de la proteina.

PM c M OS Figura 7. EI MoSp-CSRNPla es capaz de

p. _ inhibir la actividad de csrmpla. RT-PCR

bt ' mostrando la ausencia de amplificado en cDNA

extraido en embriones morfantes (MoSp) y

embriones silvestres (C). Se indica el peso
molecular de la banda en el borde izquierdo,

1,2kh =

Los datos de la expresidn de csrapla sugieren una funcion redundante con su paralogo
axudl, mientras que la expresién en la ICM seria indicativa de una funcién especifica
de este gen en el desarrollo de células hematopoyéticas. En este escenario es importante
destacar que el knockdown del gen genera una disminucién cualitativa en las células
sanguineas en circulacion. Con todos estos antecedentes, decidimos continuar la
investigacién de este gen para generar respuestas que nos permitan explicar los

fendmenos observados sobre el niimero de células sanguineas en circulacion.

El knockdown de csrupla disminuye la cantidad de eritrocitos maduros en la
circulaciéon sanguinea.

Considerando que los glébulos rojos son las células hematopoyéticas presentes en
mayor proporcion en la sangre, es posible considerar que el menor nimero de células en
circulacion presente en los embriones morfantes sea debido a una baja significativa en

la cantidad de eritrocitos circulantes. Para determinar la presencia de este tipo celular se
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realizé una tincién de O-Dianosidina. Este es un ensayo histoquimico que permite
observar las celulas en circulacién que contienen hemoglobina, o sea eritrocitos
maduros. La circulacién sanguinea en pez cebra comienza entre las 23 y 24 horas y las
células en circulacion son principalmente de linaje eritroide que expresan hemoglobina.
En este experimento se incubaron embriones de 36hpf, morfantes y silvestres en dicha
tincién (Figura 8). La morfologia del embrion morfante observado indica que su estadio
no es de 36 hpf, pero por la presencia de pigmentos y por el 4ngulo de la cabeza,
deducimos que es un embrién de aproximadamente 30 hpf, que es un estadio adecuado
para realizar el experimento. Es posible observar con este experimento una clara
disminucion de la sefial de O-Dianosidina, evidenciada especialmente en los ductos de
Cuvier (flecha roja en el vitelo), que indica que efectivamente el knockdown de

CSRNP1a afecta la cantidad de eritrocitos maduros en circulacion.

El knockdown de csruplia afecta la formacion de células de linea mieloide.

La tincion DAB es un ensayo histoquimico con el cuél es posible observar la presencia
de peroxidasa en una célula. En pez cebra las células que poseen peroxidasa pertenecen
a la linea mieloide, especificamente granulocitos neutrdfilos que expresan el gen de
mieloperoxidasa mpo (Bennet y col, 2001) y células epiteliales de vasos sanguineos.
Este ensayo se utilizé para marcar de manera generalizada células granulociticas en

circulacion, y en la masa celular intermedia (ICM) en embriones silvestres y morfantes
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Figura 8. Disminucién del nimero de eritrocitos maduros en embriones morfantes. Se utilizaron
embriones de 36 hpf silvestres sin inyectar (A) y morfantes (B). La marca de O-Dianosidina se observa
principalmente en los ductos de Cuvier en el vitelo y en la vena caudal (flechas rojas).

de 36 hpf (Figura 9). Los resultados obtenidos mostraron una disminucion significativa
en el numero de células granulociticas en los embriones morfantes. Como se ha dicho,
la masa celular intermedia es un tejido de desarrollo de células hematopoyéticas, por lo
que este resultado es indicativo sobre la de funcién de CSRNPIa en la formacién de

granulocitos en dicho territorio.
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Figura 9. Knockdown de CSRNP1a disminuye la cantidad de células que expresan peroxidasa. Se
utilizaron embriones de 36hpf silvestres sin inyectar (A) y morfantes (B). En embriones silvestres el
ensayo DAB genera una marca café granulada a lo largo de la masa celular intermedia dramaticamente
disminuida en embriones morfantes.
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Discusién

Analisis de microarreglos han sido ampliamente utilizados para descubrir nuevos genes
con funciones potenciales en diversas respuestas celulares. Es asi como varios trabajos
han identificado el transcrito AXUDI/CSRNP1 como diferencialmente regulado en una
variedad de condiciones. Inducido especialmente por la sobreexpresion de AXINI, y
por tanto potencialmente relacionado con la via wnt. Y sub-representado en varios tipos
de cancer.

La familia de proteinas CSRNP son proteinas nucleares, potencialmente factores de
transcripcion, cuya secuencia aminoacidica revela una ausencia de similitud con
cualquier dominio proteico previamente descrito. Y con tres regiones conservadas: un
territorio rico en serinas, otro rico en cisteinas y un dominio basico.

Estudios funcionales realizados mediante ratones Knockout de cada uno de sus 3
pardlogos presentes (CSRNPI, 2 y 3 respectivamente y las combinaciones
correspondientes), no han generado resultados evidentes sobre la funcién de esta familia
de genes en el desarrollo de vertebrados (Gingras y col, 2007). En nuestro laboratorio,
en trabajos hechos sobre el tnico ortélogo de esta familia de proteinas presente en
Drosofila, DAXUDI, han confirmado su rol como supresor de tumores identificando su
funcidén en el control del ciclo celular y actividad pro-apoptdtica ligada a la via de
sefializacion JNK (Glavic y col, 2009). Ademas estudios realizados avocados a la
caracterizar el ortdlogo de pez cebra CSRNP1/AXUDI, muestran que este gen es
esencial para la proliferacion y supervivencia de progenitores neurales cefélicos en el

desarrollo embrionaric de Danio rerio (Feijdo y col, 2009).
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En este trabajo se caracteriza un segundo ortlogo presente en pez cebra de esta familia
de genes, csrnpla. Se obtuvo el patrén de expresion en el desarrollo de pez cebra y se

realizé una aproximacién funcional del gen mediante el uso de morfolinos antisentido.

Patrén de expresion de CSRNP1a en el desarrollo embrionario de pez cebra,
Pudimos observar que el gen csrupla presenta un patron de expresion dindmico espacial
y temporalmente. La primera observaci6n que se puede hacer en este contexto es que la
ausencia del transcrito en embriones recién fertilizados, Ohpf, lo que indica que csrapla
no es de aporte materno, ya desde las 6 horas post fertilizacion (inicio de la
gastrulacion) y cuando la transcripeién zigética en el embrién de pez cebra ya ha
comenzado, el transcrito puede ser observado, aunque en bajas concentraciones. Luego
es posible observar un aumento en la expresién génica entre las 18 y 36 hpf para luego
disminuir aproximadamente a las 48 hpf. El patrén de expresion mostré que este gen se
expresa de manera acotada en el desarrollo embrionario de pez cebra, lo que sugiere que
CSRNP1a es probablemente necesario en eventos celulares especificos de los procesos
que ocurren durante dichos procesos del desarrollo embrionario.

Mediante hibridacién in sifu solo fue posible obtener resultados de la expresion de
csrnpla en algin tejido de embrién completo pasadas las 20 hpf. Esto puede ser
explicado porque el RT-PCR es una técnica mas sensible que la ISH y la cantidad de
expresion del gen en estadios embrionarios tempranos, posiblemente es més baja que el
umbral capaz de ser detectado mediante ISH por nosotros. Sin embargo, tampoco fue
posible obtener resultados a 18 hpf en donde la cantidad de transcrito observado s

comparable al obtenido a 36 y 48 hpf. Esta situacién puede ser explicada mediante una
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posible falla en la manipulacién en los embriones durante la realizacion del protocolo e
hibridacién in situ. En estadios embrionarios mds tardfos observamos que, si bien la
expresion de ambos pardlogos de CSRNP no es igual, si es bastante similar en las
regiones anteriores del sistema nervioso, pero csrnpla presenta una expresién no
observada en axudl situada en la masa celular intermedia. Este tltimo es un tejido
reconocido como sitio de proliferacién y diferenciacién de células hematopoyéticas.

En todos los vertebrados, al igual que en el pez cebra, la hematopoyesis presenta dos
olas (revisado por Jill y Zon, 2005). La mis temprana, hematopoyesis primitiva o
embridnica, que genera principalmente eritrocitos, macrofagos primitivos y algunos
granulocitos. Marcadores de esta ola pueden verse en estadios tan tempranos como la
gastrulacién y hasta aproximadamente las 48 hpf donde comienza la hematopoyesis
definitiva. La hematopoyesis primitiva ocurre en dos territorios distintos del pez cebra:
1.- En una regién anterior al vitelo llamado: islas sanguineas rostrales (RBI), y donde
se diferencian tnicamente células de linea micloide, macrofagos primitivos ¥y
granulocitos neutrofilos; 2.- Una segunda zona, correspondiente a la masa celular
intermedia (ICM) localizada en el sector segmentado del pez cebra, ventral a la
notocorda. Este tejido genera principalmente células de linea eritroide, y menor
proporcién células mieloides (Al-Ahami y Kunz, 1977) (Rhodes y col, 2005). Con estos
antecedentes, la expresion de csrnpla en la masa celular intermedia, sugiere un papel de

este gen en la ola hematopoyesis primitiva en el embrién de pez cebra.
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Knockdown del gen csrnpla.

El fenotipo observado pasadas las 24hpf y considerado como morfante, fue de
embriones con cabezas mds pequefias y una disminucion significativa en la cantidad de
células sanguineas en circulacion, pero ademas estos presentan de un ligero atraso en el
estadio de los embriones. La circulacion sanguinea comienza entre las 23 y 24 hpf, o sea
antes de esa hora es posible evidenciar Gnicamente la disminucién en el tamafio de la
cabeza. Si bien, la disminucién en la cantidad de células sanguineas circulando puede
ser explicada por perturbaciones en el proceso de hematopoyesis primitiva de los
embriones de pez cebra, es decir que se ve afectada la formacién, mantencion o
proliferacion de progenitores hematopoyéticos, esta no es la Gnica explicacion postble
para este fenémeno. Otra opeién es que el gen csrupla esta afectando la formacién del
mesodermo, ya que la ICM es formada a partir de este tejido, especificamente a partir
del mesodermo lateral posterior, de manera que nuesiros resultados pueden ser causa de
un efecto indirecto. Una tercera opcién para explicar la disminucién en la cantidad de
células en circulacién puede ser circunscrita a la atrofia de los vasos sanguineos, es
decir que no se observa sangre por que los vasos estan afectados de manera tal que no
permiten circulacién, o simplemente estdn ausentes con lo que resultaria imposible
apreciar la circulacion sanguinea. Ademds se ha descrito que el flujo sanguineo afecta la
cantidad de células sanguineas en circulacién; un régimen de menor flujo, genera una
menor cantidad de glébulos rojos en circulacién y afecta al desarrollo de células
troncales hematopoyéticas (células capaces de generar todos los linajes
hematopoyéticos) (North y col 2009). En este contexto CSRNPla podria afectar el

latido cardiaco o el calibre de los vasos sanguineos, los cudles tienen directa relacién
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con la velocidad del flujo sanguineo. Sin embargo considerando antecedentes de la
expresion del gen en el tejido de proliferacion y diferenciacion de células
hematopoyéticas, la masa celular intermedia, Ja hipétesis que nos parece més probable
es que el gen csrupla tiene un 1ol en la formacién, diferenciacién o proliferacion de

progenitores hematopoyéticos.

Falta de funcién de CSRNPla afecta la formacién de células hematopoyéticas.
Teniendo en cuenta que el gen csrupla puede afectar el desarrollo de algin linaje
hematopoyético en particular es que se observé cudles son los linajes especificamente
afectados por la faita de funcién de este gen. Para esto hicimos dos ensayos
histoqufmicos: O-Dianosidina y DAB. La O-Dianosidina (3,3'-Dimetoxibenzidina) es
una molécula utilizada para detectar células que contienen hemoglobina, es decir,
glébulos rojos maduros en pez cebra. Esta se ve como una sefial anaranjada evidenciada
principalmente en los tubos de Cuvier ubicados sobre ¢l vitelo. En el experimento
mostrado de O-Dianosidina, el embrién mostrado no tiene una morfologia tipica de un
individuo de 36 hpf segin lo descrito por Kimmel y col, 1995. Deducimos que por su
pigmentacién y é4ngulo de la cabeza, el embrion morfologicamente tiene
aproximadamente 30 hpf. Teniendo en cuenta que la circulacion ya se ha formado desde
las 24 hpf, entonces en este embrién si es posible evidenciar la disminucién de
eritrocitos maduros.

Por otro lado el ensayo DAB (3,3'-diaminobencidina) es utilizado para detectar la
presencia de peroxidasa, células de linea mieloide en pez cebra, especificamente

granulocitos neutrofilos. Esta tincién se observa como una marca marrén granulada a lo
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largo de la masa celular intermedia. Considerando que las células sanguineas en
circulacién estan formadas principalmente por glébulos rojos, es posible pensar que una
disminucién aparente en la cantidad de células en circulacién se deba principalmente a
una baja en el niimero de eritrocitos, y efectivamente esto es lo que ocurre en embriones
knockdown para el gen csrupla.

Las células de la linea mieloide generalmente son células residentes del tejido en el
vitelo y la masa celular intermedia, y sélo una pequefia proporcion estd en circulacion.
Para observar si la formacién de este linaje se ve afectado es que realizamos el ensayo
DAB. Pudimos observar nuevamente que uzna disminucién en la funcién de CSRNPla
afecta la formacion de las células de la linea mieloide como son los granulocitos.

Con estas dos tinciones tenemos representados los dos tipos de linajes celulares
generados en la hematopoyesis primitiva del pez cebra. Nuestros resultados indican que
ambos linajes disminuyen de forma consistente en embriones morfantes para CSRNPla.
Entonces, sobre la base de que el gen tendria un rol en la hematopoyesis primitiva, y
sumado a los resultados de las tinciones DAB y O-Dianosidina, que muestran que
ambos linajes eritriodes y mieloides se reducen por una baja en CSRNP1la, podemos
sugerir dos respuestas sobre la funcién de csrnpla: una es que CSRNPla es esencial las
primeras etapas del proceso de diferenciacion de células hematopoyéticas, en momentos
tempranos del desarrollo embrionario de pez cebra, en los cuales ain no existe
compromiso de células mesodérmicas por alguno de estos linajes. La otra posible
explicacién puede ser dada por que el gen actia en etapas posteriores de diferenciacion,
paralelamente en ambos linajes, siendo fundamental para la consecucion de los destinos

de diferenciacién eritroide y mieloide analizados.
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Conclusion

Este trabajo entrega nuevos datos sobre ]a familia de protefnas CSRNP mediante la
investigacién del ortblogo de pez cebra de esta familia de genes, csrrpla. En el presente
seminario de titulo se ha caracterizado por primera vez este gen, obteniendo datos
substantivos sobre su funcién durante el desarrollo de pez cebra. Ademds hemos
establecido un nuevo posible rol, para la familia de factores de transcripcion CSRNP en
la hematopoyesis primitiva, el cuél que no habia sido descrito en estudios anteriores.
Cabe destacar que los resultados expuestos aqui son claramente preliminares, y
{inicamente nos han permitido realizar las primeras aproximaciones sobre la funcién de
este gen, pero asimismo abre las posibilidades a nuevas investigaciones orientadas a
dilucidar de manera més especifica la participacién de esrnpla en el desarrollo

hematopoyético de pez cebra.
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