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RESUMEN

La migracién celular juega un papel esencial en el desarrollo y mantenimiento
de los organismos multicelulares. Muchas de las caracteristicas de la migracion celular,
ya sea de cémo este proceso es regulado y cuales son las moléculas relevantes para
este evento son, en su mayoria, desconocidas. La complejidad y heterogeneidad de los
territorios por los cuales las células se mueven y el gran numero de factores que son
potencialmente relevantes en este proceso hacen que los andlisis in vitro sean irreales
y los in vivo sean dificiles de realizar.

Recientemente, la linea lateral posterior (LLP) del pez cebra ha emergido como
un buen sistema para el andlisis genético de la migracién celular y de cdmo ésta es
controlada. La linea lateral es un sistema mecanosensorial que responde a estimulos
mecanicos producidos por el medio externo y esta compuesta por un grupo de érganos
sensoriales superficiales llamados neuromastos, que se encuentran distribuidos en la
superficie del cuerpo en patrones especie-especificos. En el pez cebra, la LLP se
compone de 7 a 8 neuromastos y su desarrollo comienza a las 20 hpf con la migracién
de un primordio de células a lo largo del miosepto horizontal. El primordio durante su
migracion deposita 5 grupos de aproximadamente 20 células, denominados pro-
neuromastos en intervalos regulares, y una vez alcanzada la punta de la cola, el
primordio se fragmenta y forma 2 a 3 neuromastos terminales.

Uno de los aspectos esenciales en la migracién del primordio es la organizacion
interna que debe tener este grupo de células para la migracién colectiva. Actualmente
es sabido que el primordio de la LLP esta organizado en 2 a 3 grupos de células

polarizadas, denominados rosetas, cada una correspondiente a un pro-neuromasto, y



que &sta organizacién interna es esencial para el patrén y la migracién del primordio, y
por ende/para el correcto depésito de los neuromastos.

El control de la direccionalidad migratoria del primordio ha sido ampliamente
estudiada. Diversos estudios Wan recientes han demostrado la importancia de los
receptores de quimioquinas CXCR4 y CXCR?7 y de su ligando la quimioquinas SDF1,
en guiar la direccion de la migracién del primordio de la LLP. La inhibiciéon de estas
moléculas produce alteraciones en la via por la cual el primordio migra, sugiriendo que
la sefalizacién mediada por este sistema es importante para guiar al primordio a través
del miosepto horizontal, y al mismo tiempo, alude la presencia de otras moléculas
quimioatractantes que estarian guiando al primordio por vias alternativas; las cuales
pueden ser, al igual que en otros sistemas, receptores de quimioquinas, moléculas de
adhesién, integrinas, etc.

La comprensién de la bases moleculares de la morfogénesis, organizaciéon y
migracién de las células del primordio, requiere entonces la identificacién de la
expresiéon y funciébn de los genes expresados en estas células. Ademas, la
identificaciébn de nuevas moléculas que contribuyen al movimiento direccional del
primordio permitiria lograr un mejor conocimiento del proceso de migracién celular
durante el desarrollo.

Para identificar los genes que se expresan en el primordio migratorio de LLP, se
realizd, en esta tesis, un analisis de expresion global basado en la construccién de una
libreria de cDNAs a partir de células purificadas del primordio. A partir de esta
coleccién de genes de expresion especifica, se realizé una seleccién de un conjunto de

ellos para un analisis de expresién y funcién en las células migratorias del primordio.



ABSTRACT

Cell migration is an essential event for the entire life of organisms. Many of the
features of cell migration, including the regulatory mechanisms and the identity of the
molecules important for this event are mostly unknown. The complexity and
heterogeneity of the territories in which the cells move and the large numbers of factors
that are potentially relevant in this process make in vitro analyses unrealistic and in vivo
analyses difficult to perform.

Recently, the posterior lateral line of zebrafish (PLL) has emerged as an
attractive system for genetic analysis of cell migration and how it is controlled. The
lateral line is a mechanosensory system that responds to water movements and is
comprised of a number of discrete sense organs, the neuromasts, distributed over the
body in species-specific patterns. In the zebrafish, the embryonic PLL comprises 7-8
neuromasts and its development begins at 20 hpf with the migration of a primordium of
cells along the horizontal myoseptum. During its journey, the primordium deposits five
groups of 15-20 cells (pro-neuromasts) at regular intervals, and upon reaching the tip of
the tail, the primordium fragments and forms two to three terminal neuromasts.

One of the essential aspects of the migrating primordium is the organization that
this group of cells must undergo for collective migration. Today, it is known that the
primordium of the LLP is organized in 2 to 3 groups of polarized cells, called rosettes,
each corresponding to a pro-neuromast, and that this internal organization is essential
for patterning and migration of the primordium and, therefore, for efficient neuromast
deposition.

, The control of migration directionality of the primordium has been widely

studied. The main molecular participants in guiding the direction of migration of the
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lateral line primordium are the chemokine SDFta and its receptors CXCR4b and
CXCR7b. These studies have shown that inactivation of both cxcr4b and cxcr7b
produce alterations in migration of the primordium, confirming that this signaling system
is essential for proper guidance of these cells. However, since only directionality is
compromised when the chemokine system is inactivated, these results allude to the
presence of other molecules that are allowing cell movement, possibly other
chemokines, adhesion molecules, integrins, etc.

The understanding of the molecular basis of morphogenesis, migration and
organization of the primordium cells requires the identification of the expression and
function of genes expressed in these cells. Furthermore, the identification of new
molecules that contribute to the directional movement of the primordium would achieve
a better understanding of the process of cell migration during development.

In this study, we describe an approach to globally analyze gene expression in
the PLL primordium. We have taken advantage of the CldnB::GFP transgenic zebrafish
line in which primordium cells express EGFP protein. We demonstrate that it is possible
to isolate theses cells from CldnB::GFP embryos using fluorescence activated cell
sorting (FACS). We show that comparison of expression profiles from GFP+ and GFP-
cells by microarray analysis allows identification of genes expressed exclusively in
primordium cells. Furthermore, we also demonstrate the utility of this functional
genomics approach to identify new genes whose products are involved in the
morphogenesis, organization and migration of the PLL migrating primordium in the

zebrafish.
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I. INTRODUCCION

La migracién celular es un evento esencial para todos los organismos vivos, ya
gue juega un papel fundamental en una variedad de procesos fisiolégicos como
morfogénesis, diferenciacién celular, regeneracion y reparacion de tejidos,
angiogénesis y en el desencadenamiento de la respuesta inmune; y patolégicos como
metastasis, arteriosclerosis y artritis (Franz CM. y col., 2002; Webb DJ. y col., 2005)

El movimiento coordinado de células conduce la morfogénesis durante el
desarrollo embrionario. Durante la gastrulacién, por ejemplo, un gran grupo de células
migra colectivamente para formar las 3 capas germinales del embrion (endodermo,
mesodermo y ectodermo) (Montero JA. y Heisenberg CP., 2004). Movimientos
celulares activos son a su vez, fundamentales para la correcta formacién de los tejidos
y érganos. Durante la organogénesis, algunas células recorren largas distancias dentro
de un organismo, como es el caso de las células germinales primordiales, las que
migran desde una posicién relativa donde fueron especificadas hasta la region donde
las génadas se desarrollan (Kunwar PS. y col., 2006; Raz E. y Reichman-Fried M.,
2006). Otras en cambio, interactian localmente con células vecinas para inducir
cambios globales en el ordenamiento y la forma de los tejidos.

La migracién dirigida de células, no sélo ocurre durante el desarrollo de los
organismos, sino que también en sistemas que funcionan durante la vida adulta como
es el caso del sistema inmune (Gunzer M., 2008). Las respuestas del sistema inmune
dependen del trafico regulado de sus componentes. Es por esto, que las propiedades
migratorias de macréfagos, linfocitos y células dendriticas, entre otros, esenciales para
la homeostasis y funcién del sistema inmune, son reguladas por la accién combinada

de una variedad de moléculas, tales como integrinas, moléculas de adhesion y




guimioquinas (Pribila JT. y col., 2004; Esche C. y col., 2005; Smith CW., 2008;
Villablanca EJ. y col., 2008).

Por otra parte, la migracién celular es un evento altamente complejo e integrado
que requiere una interaccién regulada de numerosas moléculas y la activacién de vias
de sefalizacién especificas (Ridley AJ. y col., 2003).

Muchas de las caracteristicas de la migraciéon celular, que incluyen los
mecanismos de regulacién y la identidad de las moléculas relevantes para este evento
son, en su mayoria, desconocidas. La complejidad y heterogeneidad de los territorios
por los cuales las células se mueven y el gran numero de factores que son
potencialmente relevantes en este proceso hacen que los anélisis in vivo sean dificiles
de realizar.

Hasta la fecha, la mayor parte de los conocimientos sobre migracion celular se
basa en estudios in vifro de movimientos rapidos de células ameboides y de
movimientos lentos de células en cultivos de dos dimensiones (Chung CY. y col., 2001;
lijima M. y col., 2002; Ridley AJ. y col., 2003; Van Haastert PJ. y Devreotes PN., 2004).
Estos trabajos han aportado grandes avances sobre los eventos intracelulares que
ocurren durante la motilidad celular, elucidando detalles de la maquinaria del
citoesqueleto que maneja la migracién (Borisy GG. y Svitkina TM., 2000; Pollard TD. y
Borisy GG., 2003).

A su vez, andlisis de expresion génica han permitido la identificacién de
numerosas moléculas requeridas para guiar la migracion de células durante procesos
de morfogénesis, tales como proteinas de la familia de FGF (Affolter M. y Weijer CJ.,
2005), EGF (Mine N. y col., 2005) y quimioquinas (Tran PB. y Miller RJ., 2003).

Recientemente, se han comenzado estudios de migracién celular en cultivos

celulares de tres dimensiones, imitando condiciones fisiolégicas de células en los
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tejidos (Friedl P. y Broker EB., 2000; Even-Ram S. y Yamada KM., 2005). Esta técnica
ha surgido como un buen modelo en 3D que emula la organizacién y funcién de las
células en su ambiente natural y ha permitido una mayor compresién de la relacion
célula/tejido en condiciones normales y situaciones patologicas.

Sin embargo, para los estudios de inflamacién, metastasis y enfermedades
autoinmunes, se necesita un sistema modelo in vivo que cuente con una mayor
similitud de sus componentes y que permita una observacién directa, para asi tener un
mayor entendimiento del comportamiento migratorio que tienen las células en los
organismos multicelulares (Grabher C. y col., 2007).

Trabajos en modelos de anfibios, raton y pollo han estudiado movimientos
celulares in vivo;, sin embargo, en estos sistemas-modelos se hace dificil la
visualizacién de los tejidos debido a su opacidad; y por lo tanto, presentan
inconvenientes para el estudio de la migracion celular en tiempo real.

Recientemente, sin embargo, la linea lateral del pez ha emergido como un buen

sistema para el analisis genético de la migracion celular y de cémo ésta es controlada.




1.1 Ventajas del pez cebra

Uno de los sistemas-modelos de estudio mas utilizados actualmente es el pez

cebra (Figura 1).

Figura 1. Pez cebra (Danio rerio). a) Embriones de pez cebra de 1 dia post-fertilizacion

(dpf). b) Un ejemplar adulto de pez cebra de aproximadamente 3 meses de vida.

Dentro de las ventajas que presenta este organismo estan: la fertilizacion
externa de sus huevos, por lo que todas las etapas del desarrollo pueden ser
estudiadas; la transparencia de las células en el estado embrionario y larvario,
facilitando asi la visualizacion de estructuras internas; una gran cantidad de embriones
por cruza; un tiempo de generacion relativamente corto (aproximadamente 3 meses),
facil mantenimiento y generacion de lineas transgénicas y mutantes gen especificos sin
mayor dificultad. Su mantencién es de bajo costo, lo que permite contar con un gran
numero de lineas transgénicas, de mutantes y especies silvestres. A su vez, es posible
la inhibicién especifica de la actividad génica mediante el uso de oligonucleétidos
antisentido denominados morfolinos.

Es por estas caracteristicas que el pez cebra se ha propuesto para el estudio

de la organogénesis (Thisse C. y Zon LI., 2002), estudio del sistema inmune (Hansen




JD. y Zapata AG., 1998; Yoder JA. y col., 2002; Traver D. y col., 2003; Trede NS. y
col., 2004; Langenau DM. y Zon LI., 2005; Levraud JP. y col., 2008; Sullivan C. y Kim
CH., 2008), estudio del envejecimiento y neurodegeneracién (Tomasiewicz HG. y col.,
2002; Kishi S. y col., 2003; Keller ET. y Murtha JM., 2004; Gerhard GS., 2007), estudio
de enfermedades cardiovasculares (North TE. y Zon LI, 2003; Jagadeeswaran P.,
2005; Heideman W. y col., 2005), estudio del sistema hematopoiético (Bahary N. y Zon
LI, 1998; Amatruda JF. y Zon LI., 1999; Davidson AJ. y Zon LI., 2004; de Jong JL. y
Zon LI., 2005; Burns CE. y Zon LI., 2006; Carradice D. y Lieschke GJ., 2008), estudio y
comprensién de la metastasis y del desarrollo del cancer (Amatruda JF. y col., 2002;
Langenau DM. y col., 2003; Sapéde D., 2003; Stern HM. y Zon Ll., 2003; Berghmans
S. y col., 2005; Norrby K., 2006; Goessling W. y col., 2007; Feitsma H. y Cuppen E.,
2008) y para el estudio de toxicidad por drogas (Chiu L. y col., 2008).

A la fecha, se han identificado cientos de mutaciones que afectan el desarrollo
del pez cebra, siendo muchos de sus fenotipos similares a desordenes clinicos en
humanos. Ademas, dado que en raton la deteccion de mutaciones mediante perfiles de
expresion génica requiere de un gran nimero de requerimientos, y por ende de un alto
costo econémico, se espera que el uso del pez cebra como sistema-modelo permita
descubrir las bases genéticas y moleculares de las enfermedades humanas y/o
desarrollar agentes farmacolégicos que inhiban o corrijan la progresién de estos

desdrdenes durante el desarrollo.



1.2 Sistema mecanosensorial de la linea lateral

El pez cebra presenta, al igual que otros peces y anfibios, un sistema
mecanosensorial llamado linea lateral. Este sistema sensorial responde a estimulos
mecanicos producidos por el medio externo y esta involucrado en una variedad de
comportamientos que van desde la sincronizacién de los movimientos, la orientacion
en relacion a las corrientes de agua, la deteccion de la presa, la prevencién de los
depredadores, el nado en cardumen y el cortejo sexual (Ghysen A. y Dambly-
Chaudiére C., 2007). Es por estas caracteristicas que se ha propuesto a la linea lateral
como el sistema ancestral del sistema auditivo de mamiferos (Dambly-Chaudiére C. y
col., 2003).

La linea lateral esta compuesta por un grupo de 6érganos sensoriales individuales
denominados neuromastos, que se encuentran espaciados en la superficie del cuerpo
en patrones especie-especificos (Figura 2). Cada neuromasto esta compuesto por un
nucleo de 15 a 20 células ciliadas rodeado por dos tipos de células accesorias: células
de soporte y células del manto. Las células de soporte sostienen y rodean a las células
ciliadas, y son a su vez, rodeadas por las células del manto, las que delimitan al
neuromasto (Figura 2). Estos 6rganos a su vez, son inervados por aferencias de
neuronas sensoriales cuyos somas se ubican en el ganglio de la linea lateral, las
cuales extienden sus axones al cerebro posterior (Ghysen A. y Dambly-Chaudiére C.,

2004; Goodrich LV., 2005).
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Figura 2. Linea lateral del pez cebra. a) Diagrama de la linea lateral del pez cebra. b)
Visualizacién in vivo, de los neuromastos de la linea lateral del pez cebra mediante
tincion Daspei. ¢) Esquema de un neuromasto maduro. Se observa las células ciliadas
mecanosensoriales (color verde), células de soporte (color gris) y las células del manto
(color azul). Ademas, se muestra la expresion de GFP en las células del manto de la
linea transgénica sqET20 y la expresién de GFP en las células ciliadas de la linea

transgénica sqET4.




Los neuromastos al estar generalmente expuestos en la superficie del cuerpo,
son facilmente visibles con microscopia de Nomarski y con tinciones fluorescentes
como el marcador vital 2-Di-4-Asp (Collazo A. y col., 1994), el marcador FM1-43
(Nishikawa S. y Sasaki F., 1996) y el marcador Yo-Pro-1 (Santos F. y col., 2006); los
que se acumulan especificamente en las células ciliadas funcionales. Ademas,
actualmente existe una gran variedad de lineas transgénicas de pez cebra, las cuales
expresan GFP en los diferentes tipos celulares de la linea lateral (Figura 2C).

En el pez cebra, el patrén embrionario de la linea lateral es relativamente simple
y su desarrollo comprende procesos de migracién celular y axonal, proliferacién,
neurogénesis y diferenciacion celular. Los neuromastos ubicados sobre la cabeza
forman la denominada linea lateral anterior (LLA), mientras que los neuromastos
ubicados sobre el tronco y la cola, incluyendo la aleta caudal, forman la linea lateral
posterior (LLP) (Ghysen A. y Dambly-Chaudiére C., 2004) (Figura 2A).

La linea lateral posterior del pez cebra se compone de 7 a 8 neuromastos y su
desarrollo comienza a las 18-20 horas post-fertilizacion (hpf) con la formacién de una
placoda de aproximadamente 120 células que se encuentran bajo la epidermis y justo
posterior a la vesicula ética. Una vez formada la placoda de la LLP, ésta se divide en
un pequefio compartimiento anterior de alrededor de 20 células, las que luego se
diferencian a neuronas sensoriales formando el gangiio de la LLP; y en un
compartimiento mayor de aproximadamente 100 células, las que formaran el primordio
de la LLP (Ghysen A. y Dambly-Chaudiére C., 2007) (Figura 3a-c).

A las 20-21 hpf comienza la migracién del primordio a lo largo del miosepto
horizontal desde la cabeza hacia la cola a una velocidad aproximada de 150 um/h (1.7
somitos/hora) (Figura 3d). Las células del primordio tienen un tamafio aproximado de 7

um de diametro y pueden ser distinguidas facilmente por su tamafio y forma. A medida




que el primordio migra, éste es acompafiado por los axones que se extienden desde
del ganglio (Metcalfe WK., 1985; Gilmour D. y col., 2004). Las células gliales en
cambio, migran a lo largo de los axones (Gilmour D. y col., 2002) para formar el nervio

de LLP mielinizado (Brésamle C. y Halpern ME., 2002).

d lugar de origen
del primordio

pro-neuromato primordio migratorio

oido

A

migrating primordium

Figura 3. Desarrollo de la linea lateral posterior en el pez cebra. a) Vista lateral de la
cabeza de un embrion de 24 horas post-fertilizacién (hpf). b) Origen del primordio
migratorio, las flechas indican el punto donde se separan las células que daran origen
al ganglio de la LLP de las células migratorias que formaran el primordio de la LLP. c)
Comienzo de la migracion del primordio y formacion del ganglio de la LLP. d) Migracién
del primordio a través del miosepto horizontal y depésito de los pro-neuromastos.

Imagenes obtenidas por microscopia Nomarski.




El primordio durante su migraciéon deposita 5 grupos de aproximadamente 20
células, denominados pro-neuromastos; los cuales estan completamente diferenciados
al final de la embriogénesis (Ghysen A. y Dambly-Chaudiére C., 2004) (Figura 4).

El depésito de los neuromastos resulta de una concertada desaceleracion y
posterior arresto migratorio de las células localizadas en la parte posterior del
primordio. Dos genes han sido implicados en este proceso. El primero de ellos es
tacstd, el que codifica para una glicoproteina de membrana, y es altamente expresado
por el grupo de células que va a ser depositado (Villablanca EJ. y col., 2006). El
segundo gen, met, codifica para un receptor tirosina kinasa y es expresado por las
células de la region anterior del primordio (Haines L. y col., 2004). La inactivacion tanto
de tacstd como de met no tiene efecto en la migracién del primordio pero si interfiere
con el depésito de los pro-neuromastos; por lo que los autores postulan que ambos
genes estan envueltos en el recambio entre la migracién y la diferenciacién de este
grupo de células. Por dultimo, el proceso de migracién del primordio finaliza
aproximadamente a las 40 hpf, donde una vez alcanzada la punta de la cola, el
primordio se fragmenta y forma 2 a 3 neuromastos terminales (Ghysen A. y Dambly-

Chaudiére C., 2004).
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Figura 4. Primordio migratorio de la LLP del pez cebra. a) Embrién de pez cebra
transgénico CldnB::GFP. Se observa la expresion de GFP en el primordio,
neuromastos y células interneuromasticas. Las lineas punteadas indican la
organizacion en rosetas que presenta el primordio de la LLP. b) Se muestra el deposito
de los pro-neuromastos por el primordio migratorio a lo largo de su trayecto por el
miosepto horizontal en diferentes etapas de la migracién. Escala de barras; b) 20um
(Haas P. y col., 2004).
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1.3 Migracion celular en el desarrollo de la LLP

El primer paso en el desarrollo de la LLP es la migracién del primordio a o largo
del miosepto horizontal.

Uno de los aspectos esenciales en la migracién del primordio es la organizacion
interna que debe tener este grupo de células para la migracién colectiva. Actualmente
es sabido que el primordio de la LLP esta organizado en 2 a 3 grupos de células
polarizadas, denominados rosetas (Figura 4, lineas punteadas), cada una
correspondiente a un pro-neuromasto (Ghysen A. y Dambly-Chaudiere C., 2007). A
medida que el primordio deposita los pro-neuromastos durante su migracion, se van
formando nuevas rosetas a partir de un conjunto de células progenitoras localizas en la
parte anterior del primordio (Nechiporuk A. y Raible DW., 2008).

El nivel de organizacién interna del primordio puede ser observado por la
incorporacién del marcador de proliferacién BrdU (Laguerre L. y col., 2005) y por la
expresion de diversos marcadores. Es el caso del gen pro-neural afoh1a, de los genes
neuronales delta y notch (ltoh M. y Chitnis AB., 2001; Sarrazin AF. y col., 2006) y del
gen tacs}d (Villablanca EJ. y col., 2006).

A su vez, trabajos recientes (Lecaudey V. y col., 2008; Nechiporuk A. y Raible
DW., 2008), han demostraron que la actividad de dos ligandos de la familia de factores
de crecimiento fibroblasticos, fgf3 y fgf10, es fundamental para la organizacién interna,
el patrén y la migracién del primordio, y por ende para el correcto depésito de los
neuromastos de la LLP del pez cebra.

Por otra parte, las sefiales que dirigen la migracién del primordio de la LLP en el
pez cebra son, en su mayoria, desconocidas. Sin embargo, diversos estudios han

evidenciado la importancia de la expresién del receptor de quimioquina CXCR4 en las
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células del primordio migratorio, asi como también la expresion de su ligando, la
quimioquina CXCL12 (SDF1) por la células del miosepto horizontal, ruta por la cual el
primordio migra (David NB. y col., 2002; Schier AF., 2003; Li Q. y col., 2004). Estos
estudios han demostrado que la inhibicién tanto de sdffa como de cxcrd4b produce
errores en la migracién del primordio y en la posterior formacion de los neuromastos
(David NB. y col., 2002; Li Q. y col., 2004).

Por una parte, en peces morfantes para sdfio. se observa un retraso o una
detencion en la migracién del primordio. A su vez, la sobreexpresién de su homologo
sdf1p produce una alteracion en la migracién del primordio, el cual sigue por una via
ventral alternativa (Li Q. y col., 2004). Alternativamente, peces morfantes y mutantes
de cxcr4b también presentan errores en la migracion, donde el primordio migratorio
puede retrasarse y/o detenerse; o en algunos casos puede seguir por via dorsal o
ventral alternativa, dirigido por alguna otra molécula quimioatractante (David NB. y col.,

2002; Li Q. y col., 2004) (Figura 5).

. w———

primordio LLP

Figura 5. Expresién del receptor de quimioquinas cxcr4b en el primordio de la LLP. a)
Andlisis de hibridacién in situ que muestra la expresiéon del mRNA de cxcr4b en el
primordio migratorio. b-c) Embriones morfantes para cxcr4b muestran una migracion
aberrante del primordio ya sea siguiendo una via ventral (b) o dorsal (c) al miosepto
horizontal. Escala de barras; b-¢c) 50 um (Li Q. y col., 2004).
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El control de la direccionalidad migratoria del primordio ha sido ampliamente
estudiada y hoy en dia se sabe que solo un pequefio nimero de células que expresan
cxcrdb en la parte anterior del primordio es suficiente para dirigir su migracién (Dambly-
Chaudiére C. y col., 2007; Ghysen A. y Dambly-Chaudiére C., 2007; Valentin G. y col.,
2007). En estos trabajos los autores proponen que el movimiento de estas células
ejerce una fuerza que polariza el citoesqueleto de las células vecinas y les confiere Ia
capacidad para migrar. Sin embargo, esto estudios también muestran que estas
células son capaces de migrar incluso en la ausencia de cxcr4b, pero no lo hacen
producto de que no reconocen el camino ni la direccién por la cual deben seguir.

Una posible explicacion para la polarizacién intrinseca que presenta el
primordio, y que es necesaria para la migracién, ha sido recientemente propuesta y se
basa en la expresién del receptor de quimioquinas cxcr7b. Este receptor es expresado
por las células de la parte posterior del primordio y su inactivacion produce alteraciones
en la migracién (Dambly-Chaudiére C. y col., 2007; Valentin G. y col., 2007) (Figura
6a). En estos trabajos, ambos autores postulan que la actividad de CXCRY es
requerida especificamente por las células de la parte trasera del primordio para
garantizar la migracién. A su vez, concluyen que CXCR4 y CXCR?7 son suficientes para
mediar la sefializacién inducida por SDF1 en diferentes regiones dentro del primordio

migratorio (Figura 6b).
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Figura 6. Expresion del receptor de quimioquinas cxcr7b en el primordio de la LLP. a)
Analisis de hibridacion in situ muestra la expresion del mRNA de cxcr7b en la parte
posterior del primordio migratorio. b) Expresion de cxcr4b (verde) y cxcr7b (rojo) en las
regiones anterior y posterior del primordio, respectivamente (Dambly-Chaudiére C. y
col., 2007).

Sin embargo, los autores difieren en la forma en que cxcrdb y cxcr7b ejercen
sus efectos. Por una parte, Dambly-Chaudiere C. y col., proponen que ambos
receptores actdan antagonicamente, donde la activacion de CXCR4 por SDF1, en las
células de la parte anterior del primordio reprime la expresion de cxcr7b, mientras que
la presencia de CXCR7 en las células de la parte posterior del primordio inhibe la
activaciéon de CXCR4 mediante el secuestro de su ligando. Valentin G. y col,, en
cambio, concluyen que si bien CXCR4 y CXCR7 son necesarios en conjunto para
dirigir la migracién del primordio, ambos actian independientemente uno del otro para
llevar a cabo este proceso.

Si bien estos estudios han demostrado que la inactivacion tanto de cxcr4b como
de cxcr7b produce alteraciones en la via por la que el primordio migra, confirmando
que el sistema de sefializacion mediado por SDF1-CXCR4-CXCR7 es esencial para
guiar la migracion del primordio de la LLP a través del miosepto horizontal, al mismo
tiempo aluden a la presencia de otras moléculas quimioatractantes que estarian
guiando al primordio por vias alternativas en ausencia de estas moléculas.

Sobre la base de estos antecedentes es posible pensar entonces que existen

otras moléculas involucradas en conjunto con sdffa-cxcrdb-cxcr7b en la migracion del
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primordio, las cuales pueden ser, al igual que en otros sistemas, receptores de
quimioquinas, moléculas de adhesién, etc. Ademas, la identificacion de nuevas
moléculas que contribuyen al movimiento direccional del primordio permitiria lograr un

mejor conocimiento del proceso de migracién celular durante el desarrollo.

1.4 Quimioquinas y sus receptores

Las quimioquinas (citoquinas quimiotacticas) son una familia de proteinas
secretadas de bajo peso molecular (8—14 kDa) cuya funcién es la quimioatraccion.
Estas proteinas ejercen sus efectos mediante la interaccién con receptores especificos
de siete dominios transmembrana acoplados a proteinas G que se encuentran en una
variedad de tejidos.

Hoy en dia, mucho es lo que se sabe sobre la funcién de esta familia de
proteinas, donde los mayores trabajos se han realizado en mamiferos. A su vez,
muchos de estos genes también se han encontrado en el genoma de pollo, pez cebra,
tiburones, entre otros (Zlotnik A. y col., 2006; Peatman E. y Liu Z., 2007). Sin embargo,
debido a que muiltiples quimioquinas pueden unirse a un mismo receptor y a su vez, un
receptor puede unir a mas de un tipo de quimioquina, es necesario un analisis
cuidadoso de los miembros de esta familia para conocer la organizacién genémica y la

funcion de estas moléculas durante la evolucién.
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En humanos, hasta la fecha, se han identificado al menos 46 quimioquinas y 19

receptores de quimioqu

inas, los que se han clasificado en 4 grupos de acuerdo al

numero y espaciamiento de residuos de cisteina que presentan en su estructura

(Figura 7).

CCL
CCL
CCL
CCL
CCL
CCL
CCL
CCL
CCL
CCL

CXCL
CXCL
CXCL
CXCL
CXCL
CXCL
CXCL

XCL

CX3C

,7,8,13,14,15,16,23 NEFRITIS

,12,13,16 LINFOPOIESIS, ASMA, ARTERIOSCLEROSIS, ARTRITIS
,11,13,15,24,26,28 LINFOPOIESIS, ASMA

,17,22 LINFOPOIESIS, ASMA

, 8 LINFOPOIESIS, ASMA, ARTRITILS, DIABETES, NEFRITIS, SIDA

19,21 TRAFICO LINFOIDE, CANCER
1,4,17 ASMA

25

27,28

6,8 ARTERIOSCLEROSIS

1,2,3,5,6,7, 8 ANGIOGENESIS, ARTERIOSCLEROSIS

9,10,11 LINFOPOIESIS, TRAFICO LINFOIDE, ARTRITIS

12 HEMATOPOIESIS, ORGANOGENESIS, TRAFICO LINFOIDE, CANCER, SIDA
13 TRAFICO LINFOIDE

16

11,12

1,2

L 1

Figura 7. Quimioquinas y sus receptores. Los receptores de quimioquinas estan

agrupados en 4 familias (CC, CXC, C y CX3C) de acuerdo al nimero y posicion

relativa de sus residuos de cisteina. Las quimioquinas estan representadas por su

namero de ligando. A

su vez, se muestra el papel que juegan algunos de estos

receptores en procesos fisiolégicos (texto negro) como patoldgicos (texto rojo).
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Inicialmente los receptores de quimioquinas fueron reconocidos por su papel en
la migracién de linfocitos y células dendriticas durante la respuesta inmune (Sallusto F.
y Lanzavecchia A., 2000; Esche C. y col., 2005; Villablanca EJ. y col., 2008); sin
embargo, hoy en dia se sabe que estas proteinas tienen un rol en una variedad de
procesos tales como organogénesis, angiogénesis, hematopoiesis, proliferacion
celular, apoptosis y metastasis en el cancer (Rosenkilde MM. y Schwartz TW., 2004;
Koizumi K. y col., 2007; Broxmeyer HE., 2008) (Figura 7).

Diversos estudios han mostrado la importancia del sistema SDF1/CXCR4 en
una variedad de eventos migratorios durante el desarrollo de los organismos
(Ratajczak MZ., 2006). En mamiferos, este sistema tiene un rol en una variedad de
procesos, como por ejemplo en el desarrolio y en la destinacién linfocitaria del sistema
inmune, en la formaciéon de metastasis en el cancer y en la infeccién por el virus de la
inmunodeficiencia adquirida HIV (Busillo JM. y Benovic JL., 2007; Raman D. y col.,
2007; Broxmeyer HE., 2008; Zlotnik A., 2008). A su vez, defectos en el desarrollo del
sistema nervioso central de ratones knock-out de cxcr4 han sido relacionados con
alteraciones en la migracion celular (Zou YR. y col., 1998; Lu M. y col., 2002).

En el pez cebra, el sistema SDF1/CXCR4 tiene un papel importante en el
desarrollo de la LLP (David NM. y col., 2002; Sapéde D., 2003), en el patrén de
migracién de células neuronales (Tiveron MC. y Cremer H., 2008) y en la migracion de
células germinales primordiales (Doitsidou M. y col, 2002). Finalmente, estos
antecedentes en conjunto sugieren que existe un rol conservado del sistema ligando-

receptor en una variedad de contextos en los vertebrados.

18



1.5 Hematopoiesis en el pez cebra

El pez cebra ha emergido como un sistema-modelo ideal para el estudio de la
hematopoiesis, proceso por el cual todos los elementos celulares de la sangre son
formados (Traver D. y col., 2003).

El desarrollo de las células de la sangre, incluyendo eritrocitos, granulocitos,
monolitos, linfocitos, entre otros, depende de la expresién de numerosos genes y de la
activacion de vias de sefializacion complejas (Figura 8). Peces, anfibios, aves y
mamiferos comparten tipos de células sanguineas similares y utilizan cascadas de
sefializacién comunes para regular la produccién de las distintas poblaciones celulares

de la sangre (Amatruda J. y Zon LI, 1999; de Jong JL. y Zon L., 2005).
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Figura 8. Desarrollo de la hematopoiesis en vertebrados. El desarrollo de la sangre en
vertebrados comienza con la induccion de una porcién del mesodermo ventral
denominada “hemangioblasto”. La expresion de factores de transcripcion especificos
es fundamental para la sobrevida, proliferacién y diferenciaciéon de las células troncales
hematopoiéticas.

En el pez cebra se han aislado y caracterizado una serie de marcadores de los
distintos tipos celulares de la sangre (en verde) y se han generado diversos mutantes,
los que estan agrupados en base a su fenotipo (en rojo).

En vertebrados, la generacién del sistema sanguineo comienza con la
inducciéon del mesodermo ventral y se divide en dos etapas durante el desarrollo
(Amatruda J. y Zon LI., 1999). La primera etapa, llamada primitiva o embrionaria, es
una etapa transitoria y produce principalmente eritrocitos y algunos macréfagos. Esta

etapa es rapidamente reemplazada por la fase definitiva, donde se empiezan a
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producir las células troncales hematopoiéticas (HSC) en la regién aorta-génada-
mesonefros (AGM). Los subsecuentes 6rganos donde se realiza hematopoiesis,
incluyendo el higado fetal, el timo y la médula ésea, son poblados por la migracion de
las HSCs a través de la circulacién y es en esta etapa donde todos los elementos de la
sangre son formados.

El intercambio de los lugares donde ocurre hematopoiesis durante la
embriogénesis es una estrategia en comun que utilizan un amplia variedad de
especies, tales como moscas, sapos, peces y mamiferos; lo que les permite la
maduracién y la mantencion de la poblaciéon de HSCs.

La hematopoyesis en el pez cebra, al igual que en el resto de los vertebrados
tiene dos etapas. La etapa embrionaria de la hematopoiesis se origina a las 6 hpf y
ocurre principalmente en una zona llamada masa intermedia celular (ICM), la que se
encuentra en la regién ventral del mesodermo; y en una zona denominada RBI (rostral
blood island), la que proviene del mesodermo cefélico (de Jong JL. y Zon Ll., 2005).
Dentro del ICM, las células troncales se diferencian en células endoteliales vasculares
(Lawson ND. y Weinstein BM., 2002) y en pro-eritroblastos, los que entran a la
circulacioén a las 24 hpf (de Jong JL. y Zon LI., 2005). Esta es la etapa denominada del
“hemangioblasto”, donde poblaciones paralelas de angioblastos (precursores del
sistema vascular) y HSCs se encuentran en la regién posterior del mesodermo y se
desarrollan independientemente.

A medida que los HSCs comienzan a diferenciarse en la regién del ICM,
comienzan a expresar algunos marcadores tales como los factores de transcripcién sc/
(Qian F. y col., 2007; Zhang XY. y Rodaway AR., 2007), gafa2 (Yang Z. y col., 2007),
Imo2 (Zhu H. y col., 2005) e ikaros (Willett C. y col., 2001; Schorpp M. y col.,, 2006). A

su vez, es en esta etapa donde los progenitores eritroides comienzan a expresar el
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factor de transcripcion gata? (Long Q. y col., 1997), los progenitores mieloides
expresan los marcadores pu.7 (Hsu K. y col., 2004), lyzC (Hall C. y col., 2007) y mpo
(Berman JN. y col., 2005); y los progenitores linfoides expresan gata3 (Trede NS. y
col., 2001; Bertrand JY. y col, 2008) y ep4 (Villablanca EJ. y col., 2007),
respectivamente (Figura 9).

La etapa definitiva o adulta de la hematopoiesis en cambio, se inicia
aproximadamente a las 25 hpf y se origina con la generacién de las HSCs en la region
AGM (de Jong JL. y Zon LI., 2005; Burns CE. y Zon LI., 2006). Sin embargo, recientes
estudios han demostrado que existe otra regién, independiente de la regién AGM,
denominada PBI (posterior blood island), en la que se generan transitoriamente entre
las 24 y 48 hpf progenitores eritro-mieloides (EMP) (Bertrand JY. y col., 2007).

En esta etapa la expresion de los marcadores gata?, gata2 y scl se mantiene, y
a su vez comienzan a expresarse otros marcadores como los factores de transcripcion
runx1 (Burns CE. y col., 2005) y c-myb (Thompson MA. y col., 1998), y las integrinas
cd41 (Lin HF. y col., 2005) y cd45 (Bertrand JY. y col., 2008) (Figura 9).

A la pocas horas de haberse iniciado el proceso de la hematopoiesis definitiva
en las regiones AGM y PBI, la region CHT (tejido hematopoiético caudal) (Burns CE. y
Zon LI., 2006; Murayama E. y col, 2006) y la region de los tubulos pronéfricos
(Bertrand JY. y col., 2008) aparecen como nichos fransitorios para la expansion y
maduracién de las HSCs en el pez cebra (Figura 9). Finalmente, similar a la médula
6sea en mamiferos, el riidn en el pez cebra aparece como el sitio definitivo de
hematopoiesis (Traver D. y col., 2003), donde se provee durante toda la vida de los

organismos con HSCs con capacidad ilimitada de auto renovacién y con la capacidad

de generar todas las lineas celulares de la sangre.
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[ Hematopoiesis adulta

Figura 9. Desarrollo del sistema hematopoiético en el pez cebra. Esquema que ilustra
la cronologia de los diferentes sitios durante la hematopoiesis en el pez cebra.

Hoy en dia, el pez cebra esta siendo considerado como un potencial modelo
para el estudio genético de la respuesta inmune, como es el caso del desarrollo y
funcion de linfocitos T (Lam SH. y col., 2004; Trede NS. y col., 2004; Langenau D. y
col., 2004; Langenau D. y Zon LI., 2005). La linfopoiesis depende de una variedad de
factores de transcripcion, integrinas, moléculas de adhesién y receptores de
quimioquinas, los que en conjunto orquestan el destino celular, el compromiso y la
diferenciacién de los linfocitos.

Al igual que en mamiferos y otros vertebrados, el pez cebra posee un complejo
sistema inmune adaptativo con linfocitos B expresando inmunoglobulinas (Danilova N.
y col., 2000; Danilova N. y col., 2002) y linfocitos T expresando marcadores tales como
los genes activadores de recombinacién 1y 2 (rag1y rag2) (Willett C. y col., 1997), el
receptor de células T alfa (fcra) (Haire RN. y col., 2000; Trede NS. y col., 2001) y el

factor de transcripcion Ick (Trede NS. y col., 2001; Langenau D. y col., 2004).
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La maduracion de células T al igual que en el resto de los vertebrados tiene
lugar en el timo, el que es considerado un érgano clave en el desarrollo y funcion del
sistema inmune (Boehm T. y col., 2003).

El desarrollo, maduracién y activacion de linfocitos T depende
fundamentalmente de la migracién de estas células, la que es controlada por una
accion concertada de diversos receptores de quimioquinas. En mamiferos, los
receptores de quimioquinas CXCR4, CCR7 y CCR9, entre otros, juegan un papel
esencial en la migracién celular durante el desarrollo de linfocitos T, como también en
la migracion de las células dendriticas durante la respuesta inmune adaptativa
(Sallusto F. y Lanzavecchia A., 2000; Schaerli P. y Moser B., 2005; Johansson-
Lindbom B. y Agace WW., 2007).

En el pez cebra, poco es lo que se sabe sobre la expresion y el papel de los
receptores de quimioquinas en el desarrollo de las células T. Basado en la importgncia
que tienen estas moléculas en la linfopoiesis en mamiferos y el papel conservado del
sistema SDF1/CXCR4 en una variedad de contextos en los vertebrados, es necesario
caracterizar la expresién y el rol de estas proteinas en el desarrollo y funcion de los

linfocitos T en el pez cebra.
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1.6 Andlisis genético en el pez cebra

Para la identificacién de genes diferencialmente expresados o para detectar la
presencia de genes en un tejido o estadio dado son de gran utilidad los andlisis de
microarreglos.

Los experimentos con microarreglos proveen una tecnologia que permite la
deteccién simultéanea y en paralelo de miles de genes dentro de una misma muestra
(Bier FF. y col., 2008). Es por estas caracteristicas que estos experimentos han sido
utilizados para realizar andlisis de expresion global, genotipos, andlisis de mutaciones
puntuales, poliformismos (SNP), entre otros (Aitman T., 2001).

Por otra parte, estos ensayos estan siendo ampliamente utilizados para la
caracterizacion y andlisis de la transcripcién génica, la que juega un papel esencial en
muchos aspectos del desarrollo embrionario en vertebrados. A su vez, en los afios
recientes esta tecnologia esta usada para la comprensién de enfermedades como la
diabetes, obesidad (Su G., 2007; Vlacich G. y col., 2007) y el cancer (Reymond MA. y
Schlegel W., 2007; Virtanen C. y Woodgett J., 2008; Voduc D. y col., 2008).

El pez cebra al ser un excelente sistema modelo para el desarrollo de
vertebrados, diversos estudios utilizando microarreglos han comenzado a ser utilizados
para desarrollar perfiles de expresién génica (Ton C. y col., 2002; Mathavan S. y col.,
2005; Douglas SE., 2007). Algunos trabajos han usado esta tecnologia para estudiar
procesos relacionados con el desarrollo embrionario y la formacién de los tejidos
(Douglas SE., 2007). Otros estudios por su parte, han utilizado ensayos de
microarreglos para la identificacion de genes especificos de los diferentes tipos
celulares (Covassin L. y col., 2006) y para la identificacién de vias de sefializacion

especificas a través de la comparacién combinatoria de multiples lineas mutantes
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(Weber GJ. y col., 2005).

En el pez cebra existe la ventaja de contar con un numero importante de
técnicas genéticas, que permite, entre otras metodologias, obtener mutantes. Estos
mutantes, generados quimicamente o por mutaciones insercionales, son de gran
utilidad en la determinacién de la funcion de un gen y su posicién en una via
regulatoria. A su vez, otra herramienta para la inhibicién de un gen es el uso de
oligonucleétidos antisentido, denominados morfolinos (Ekker SC., 2000). Los
morfolinos se utilizan para inhibir especificamente la traduccion de un mMRNA,
constituyendo una buen alternativa para estudiar efectos de pérdida de funcion.

Finalmente, otra herramienta ampliamente utilizada en la actualidad es la
transgénesis. De esta forma, se pueden generar lineas transgénicas, que expresan
marcadores moleculares (GFP, YFP, RFP) en ciertas células u érganos de interés in
vivo. Ademas, se han creado estrategias para sobreexpresar genes en tejidos
especificos. De esta manera, es posible realizar analisis genéticos en los 6rganos
deseados, visualizando su desarrollo, gracias a estos marcadores celulares. Una de las
tecnologias mas utilizadas actualmente para facilitar la transgénesis es la tecnologia de
transposicion basada en el sistema Tol2 (Kawakami K. y Noda T., 2004), que aumenta
significativamente la eficiencia de integracién de vectores en el genoma. Estos
vectores se han combinado con el sistema de clonacién Gateway, la que se basa en la
recombinacién sitio-especifica de los sitios att del fago lambda (Kwan KM. y col., 2007;
Villefranc JA. y col, 2007), permitiendo una transferencia rapida y eficiente de
fragmentos de DNA entre plasmidios y la posterior construccién de vectores de
expresion con un definido orden y orientacién.

Mientras que se han realizado grandes progresos en la identificacion de

factores determinantes para la direccidn por la cual las células migran, los mecanismos
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que regulan los movimientos celulares coordinados, donde cada célula debe adoptar
una posicion para su funcién determinada, contintian sin elucidarse.

La comprensién de la bases moleculares de la morfogénesis, organizacion y
migracion de las células del primordio, requiere entonces la identificacién de la
expresioén y funcion de los genes expresados en estas células.

Para identificar los genes que se expresan en el primordio migratorio de LLP, se
realizd, en esta tesis, un analisis de expresién global basado en la construccion de una
libreria de cDNAs a partir de células purificadas del primordio. A partir de esta
coleccién de genes de expresion especifica, se realizé una seleccién de un conjunto de

ellos para un analisis de expresion y funcién en las células migratorias del primordio.
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Il. HIPOTESIS

Dado que el primordio de la linea lateral posterior del pez cebra presenta
caracteristicas conservadas con otros sistemas de migracion celular en vertebrados,
este tejido es un atractivo sistema-modelo para la identificacién de genes y el
consiguiente estudio de las bases moleculares y celulares de la migracién celular in

vivo.
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lll. OBJETIVOS

Objetivo general

Conocer los genes expresados en el primordio de la LLP en el pez cebra

Objetivos especificos

1. Purificacién de células del primordio migratorio de la LLP del embrién de pez
cebra.
2. Identificaciéon de genes candidatos involucrados en la migracién del primordio

mediante la construccién de una libreria de cDNAs a partir de células purificadas del
primordio migratorio.

3. Seleccion de genes que codifican para proteinas involucradas en la migracién
del primordio de la LLP y que se encueniren conservados en procesos de migracién
celular en otfros organismos, como es el caso de integrinas, moléculas de adhesién y
receptores de quimioquinas.

4, Anélisis de expresién y de funcién de un grupo de genes identificados a partir
de la libreria especifica de primordio migratorio.

5. En paralelo, se estudiard la expresién y funcién de genes de pez cebra
ortélogos de aquellos involucrados en la migraciéon de linfocitos y células dendriticas en

otros organismos, como es el caso de los receptores de quimioquinas.
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IV. MATERIALES Y METODOS
4.1 MATERIALES
4.1.1 Material biolégico

Como modelo experimental se utilizé’; embriones de Danio rerio (pez cebra)
obtenidos mediante cruces esponténeos.

Los peces usados en este estudio se mantuvieron en ciclos de luz y oscuridad
de 12 horas, 28°C, en agua desionizada tratada con 60mg/L de Instant Ocean a pH 6,5
en el vivero del Edificio Milenio de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.

Las condiciones de alimentacién, cuidados y reproduccién se realizaron de
acuerdo a lo descrito en Westerfield M. (1994). Los embriones y larvas se mantienen
en medio E3 (6mM NaCl, 0.177mM KCI, 0.33mM CaCl,, 0.3mM MgSO,, 0.1% azul de
metileno) en placas petri a 28°C. Los estadios embrionarios y larvales se expresan en
horas post fertilizacion (hpf) o dias post fertilizacion (dpf), respectivamente.

En esta tesis se usaron peces silvesires de la cepa AB y fres lineas
transgénicas. La primera es CldnB::GFP que posee las regiones reguladoras del gen
claudinB y el gen de la proteina fluorescente verde GFP (Haas P. y Gilmour D., 2006).
La segunda es Rag1::GFP, que expresa la proteina fluorescente bajo el control del
promotor de rag? (Jessen JR. Y col., 1999); y la tercera es Fli1::GFP, que expresa la
secuencia codificante para la proteina fluorescente bajo el control del promotor de fii1
(Lawson ND. y Weinstein BM., 2002).

A su vez, se utilizé bacterias Escherichia coli DH5a (Invitrogen) y bacterias

Escherichia coli Top10 (Invitrogen) para la transformacién de los plasmidios utilizados.
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4.1.2 Reactivos

Generales: Acido citrico, BSA, DMSO, dlicerol, Heparina, LiCl, MgCl,, NaOH,
pronasa, PTU, rojo fenol, sacarosa, sulfato de amonio, Tris base, Tween-20 (Sigma).
Cloroformo, Isopropanol, Metanol (Mallinckrodt). EDTA, H,O tratada con DEPC, HCI,
MAB, NaCl, SDS, TAE (Quality Biological). Etanol (The Warner-Graham Company).
H,O, (Fisher Scientific). Paraformaldehido (Electron Microscopy Science). PBS

(Cellgro).

Cultivo celular; Suero fetal bovino, medio Hank's, medio L-15, tripsina 0.25%-

EDTA (Gibco).

Anticuerpos: Anticuerpo anti-Digoxigenina (Roche), Anticuerpo monoclonal

anti-GFP (Invitrogen).

Biologia Molecular: Agarosa (SeaKem), BCIP, buffer Transcripcion 5X, DIG
RNA labeling mix (UTP), DNAsa libre de RNAsas, NBT, RNA polimerasas SP6, T3 y
T7, RNasein, UTP-digoxigenina (Roche). Buffer Taq polimerasa, buffer Taq polimerasa
High Fidelity, buffer T4 DNA ligasa, buffer Transcriptasa Reversa, marcador de peso
molecular de DNA 1kb, proteinasa K, SSC 20X, T4 DNA ligasa, Taq polimerasa, Taq

polimerasa High Fidelity, Transcriptasa reversa SUPERSCRIPT I, Trizol (Invitrogen).

Formamida (Fluka). Pronasa, tRNA (Sigma).




4.1.3 Oligonucleétidos

Amplificaciéon de cDNAs para la sintesis de sondas de RNA antisentido.

Nombre partidor Plasmidio Secuencia

T7 pExpress-1 5 TAATAC GAC TCACTATAG GG 3'
pBluescript SK+/-

T3 pBluescript SK+/- 5' AAT TAACCC TCACTAAAG GG 3

SP6 pExpress-1 5 TAC GAT TTAGGT GAC ACTATAG &

pME18SF2 pME18S-FL3 5 CT GTT CTG CGC CGT TAC AGATCC 3

pME18SR4 pME18S-FL3 5" AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG GTT

CAG GGG GAG GTGTGG G 3’

Tabla1: Lista de los partidores utilizados para la sintesis de sondas de RNA antisentido

utilizadas en los ensayos de hibridacién in situ.

32




Anélisis de PCR en tiempo real.

Nombre partidor

Secuencia (Forward= F, Reverse= R)

cldnb

F5 GAAGGAATT TGGATGAGC TGC GTG G ¥
R 5 CGA CAG CAT GAT TCC CATCAGTCC G 3

cdol

F5 GTG ATT GGA GGAGTC GGCATC G &
R 5 CAC TCG CGC ACATTC ACAAAC G 3’

egfp

F 5 GAC CCT GAAGTTCATCTGCACCACC 3
R5 GCG GGT CTT GTAGTT GCC GTC GTC C 3

kif12

F5 CCACAGCCAAGAGAAATCGGTC 3
R5 GTG TGC GTC TATGGG CTTTCAG 3

lect1

F 5 GAG TGAAAG CTGAGG TGGCGTC 3
R 5 CTG GCG TCT CAT TCG TGT CGC 3

myod

F 5 ATG ACA CAC CAAATG CTG ACG CAC 3
R5 TCTCTG TGG AAATTC GCT CCACGA 3

pecami

F5 CGT TGG CCG GAT GGT TAAATCC 3
R5 GCAGCGATGGGAACTTTCACTC 3

pigs2

F5 CATGTTTGC TTTCTT CGC CCAGC 3
R5 GTG TTG AAC CTC CAGCGTCTC TC 3

ptgds

F5 CCT GAAGAGTGATGG TTC CTG CTG &
R 5 GTC AAC CAC GCG CATGTCATT G 3

ptgisl

F5 GAACAACCTCCGCCTGCTTATG 3
R 5 GCT TGT CAA ACC GGC GAAACTC 3

scyba

F 5 GAT GAATCG CTG TAG TAC GGC CGC ¥
R5 CCGGATCTTCGGCCCTITTCTTG 3

sema3d

F5 CAG GTG TCACTG CACAGG TGCC 3’
R5 GTG TCC CAACAATGG CTGGATG 3

similar cd205

F5 GTG CGT CAGATC TCAGTAGTTTGAG 3
R 5 GCT AAAGCAGTG CACCGAGTG CTG 3

similar cxcré

F 5 GAA GAATGG CTG GAA CCT GCAAC 3
R 5 CCG ACT ATG CCAGTC ACAACC 3

sox8

F5 GAACGC GTT TATGGTTTG GGC TC 3’
R5 CCTCCACGAACGGCCTCTTCTC 3

staufen

F5 CCAACAGCT GGAGTACTTGGC TC 3
R5 CAATGC CGT GAAAGG TCATCTGC 3

33




Nombre partidor Secuencia (Forward= F, Reverse= R)
tacstd F 5 ATG GCC AGC CATTTG AGG TTG ATG &
R 5 GCC GTG CAA GAAAGA ACAGAACCAJ

Tabla 2: Lista de los partidores utilizados para los analisis de expresion génica del

primordio de la LLP mediante PCR en tiempo real.

4.1.4 Sondas

El cDNA utilizado para la transcripcién de las sondas de RNA antisentido se
linearizé con enzimas de restriccion o se amplific6 mediante ensayos de PCR con
partidores especificos para cada gen. La siguiente tabla detalla las sondas que se

utilizaron en esta tesis.

Nombre Enzima de restriccion RNA Polimerasa
cer7 Apal Spb6
ccr9 EcoR1 T7
cdol - T3
cldn7 EcoR1 T7
c-myb - T7
cxcrdb EcoR1 T3
dkk1 - T3
dix6 EcoR1 T7
eyat EcoR1 T7

1 f1r - T7
ikaros - T7
Irf7 - T7
kii2b - T7
kif12 - T7
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Nombre Enzima de restriccion RNA Polimerasa
lectt EcoR1 Sp6
mmp9 - T7
pecaml - T7
ptgs2 Sma1 T7
ptgds Kpn1 T3
pigisl - T3 .
rag1 Sma1 T7 '
sema3ab - T7
sema3d - T7
scl - T7
similar cd99 - T7
similar cd205 - T7
similar cxcr6 Sacll T7
similar glicoproteina a33 - T7
similar tumor protein d52 - T7
Sox8 - T3
sox17 - T7
squint Not1 Sp6
staufen - T3
fir3 - T3
thbs3a - T3

Tabla 3: Lista de sondas de RNA antisentido utilizadas en los ensayos de hibridacién in

situ.
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4.1.5 Morfolinos antisentido

Nombre Mo Secuencia
Mof11r 5 AGCACACAAAGGCGAAGGTCAACAT 3
Mocd9/ 5 TTTATGAGGAGAAACCCAAGACTGA 3

Mosquint 5 ATGTCAAATCAAGGTAATAATCCAC 3
Modkk1 5 GAGAGCATGGCGATGTGCATCATGT 3
Moccer7 5 GCGTGCATGTTTGCAGATGACTTTIC 3’

Tabla 4: Lista de los morfolinos utilizados en los ensayos funcionales in vivo de

migracién celular.

4.1.6 Otros

Filtro 100pm (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Kit Amino Allyl
MessageAmpTM Il aRNA Amplification, kit MEGAclear™, kit MMESSAGE mMACHINE
(Ambion). Kit QlAprep Spin Miniprep, kit QIAGEN Plasmid Maxi, kit MiniElute Gel
Extraction, kit MiniElute PCR Purification (QIAGEN), kit SuperScript™ Ill Platinum®

SYBR® Green One-Step gRT-PCR (Invitrogen).

4.2 METODOS

4.2.1 Obtencidn de células del primordio de la LLP

Para obtener células del primordio migratorio, inicialmente se aislé el primordio

de embriones de pez cebra a partir de disecciones de colas de peces transgénicos

CldnB::GFP, los cuales expresan GFP en distintos tipos celulares de la linea lateral
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(Figura 4). Las disecciones se realizaron aproximadamente a las 36 hpf, etapa en la
que el primordio ha migrado mas alla de la prolongacién del vitelo. Se realizaron
disecciones de aproximadamente 200 embriones a la vez. Una vez obtenidos los
fragmentos de colas que contienen los primordios, el tejido fue disgregado enzimética y
mecanicamente, por 30 minutos con tripsina 0,25% en medio Hank’s hasta obtener una
suspension de células individuales. A continuacién las células fueron filtradas con un
fitro de 40um y luego colectadas por centrifugacion a 6000xg por 2 min.
Posteriormente, el pellet celular se lavé con PBS y las células fueron nuevamente

colectadas por centrifugacion a 6000xg por 2 min.

4.2.2 Analisis de citometria de flujo

La detecciéon de las células GFP+ del primordio migratorio del pez cebra se
realizé6 mediante analisis de citometria de flujo.

La citometria de flujo es una técnica de analisis celular multiparamétrico cuyo
fundamento se basa en el paso de células de forma individual por un haz de luz
generado por un laser. El impacto de cada célula con el haz de luz produce sefiales
(dispersion o fluorescencia) que corresponden a diferentes pardmetros de la célula y
que son recogidos por diferentes detectores para su posterior analisis.

Las células previamente obtenidas por disgregacién fueron fijadas en PFA 4% y
analizadas en base a su fluorescencia para GFP en un citémetro de flujo FACScan (BD
Biosciencies, San Diego, CA, USA) utilizando el programa CellQuest. Se analizaron
células provenientes de colas disectadas de embriones silvestres (control) y de

embriones CldnB::GFP.
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4.2.3 Analisis de FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)

La purificacién de las células del primordio de la LLP se realizé mediante
analisis de FACS. Células provenientes de colas de peces transgénicos CldnB::GFP
fueron resuspendidas en medio L-15 10% FBS y purificadas a temperatura ambiente
utilizando un equipo de cell sorting BD FACSAria (Becton Dickinson, San José, CA)
utilizando el programa BD FACSDiva.

La técnica de separacion celular o “cell sorting” es una variante de la citometria
de flujo tradicional que permite la separacién fisica de las células analizadas (FACS).

Esta separacién se basa en la divisién del flujo continuo, mediante vibracién, en
pequefias gotas de diferentes tamafios. Se puede controlar el tamario y frecuencia de
las gotas hasta conseguir que en cada gota se encuentre una célula Gnica. En el
momento que se forma la gota, se aplica una descarga que deja la gota con carga
positiva o negativa de acuerdo a los criterios establecidos por el operador. A la salida
del flujo continuo, se encuentran unas placas cargadas, que haran que la gota se
desplace hacia uno u otro lado, para recogerlas en placas de cultivo o tubos estériles.

Inicialmente, las células fueron analizadas en base a su tamafio (FSC) vs.
granulosidad (SSC). A continuacién, para la purificacién por fluorescencia de GFP, se
seleccioné una poblacién celular contenida en la regién P1 del grafico dot-plot de FSC
vs. SSC. (Figura 15). Se aislaron dos poblaciones celulares: GFP positivas y GFP
negativas (control). Para especificar las regiones de células GFP- y GFP+ a puirificar,

se utilizé como control negativo células obtenidas de peces cebra silvestres del mismo

estadio con el fin de sustraer el background de fluorescencia.




4.2.4 Extraccion de RNA de células purificadas

EL RNA de las células purificadas mediante FACS fue exiraido utilizando el
método de “Trizol Reagent” segtin instrucciones del fabricante. La concentracion y
calidad del RNA fue determinada utilizando el equipo Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent

Technology).

4.2.5 Amplificacion de RNA

EL RNA de las células purificadas mediante FACS fue amplificado utilizando el
método de “Amino Allyl MessageAmp™ Il aRNA Amplification Kit* (Ambion) segun

instrucciones del fabricante.

4.2.6 Analisis de Microarreglos

Para identificar los genes que se expresan en el primordio migratorio de LLP, se
realizé6 un andlisis de expresion global basado en la construcciéon de una libreria de
cDNAs a partir de células purificadas del primordio.

Esta estrategia se basé en la transcripcién reversa de RNA a cDNA, donde este
tltimo fue marcado con sondas fluorescentes e hibridado contra un microarreglo que
contiene una libreria de 33.241 oligos de pez cebra (Microarray Facility, National
Human Genome Research Institute, Bethesda, EEUU).

El chip de microarreglos de cDNA de pez cebra utilizado (33K NHGRI-NIH)

contiene oligonucledtidos especificos para 19.000 genes de pez cebra. Son en total

33.241 oligos en el arreglo, y esta conformado por 3 sets: Compugen (16.512 oligos,




60 mers), MWG (14.240 oligos, 50 mers) y Operon (3.479 oligos, 40 mers). El
microarreglo contiene ademas, controles positivos (genes housekeeping), controles
negativos (random sequences) y duplicados de la mayoria de los genes para controlar
la homogeneidad y especificidad de la hibridacién. El proceso de hibridacion compard
dos muestras de cDNA: células GFP+ vs. GFP- de embriones CldnB::GFP marcados
con fluoréforos diferentes, permitiendo asi la deteccién de genes de alta expresion en

el primordio migratorio relativo a los demas tejidos (Figura 10).
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B) Amplificacion de RNA

C) Sintesis de cDNA

D) Marcaje de la sonda

o
==
- N3 e

E) Hibridacion en el microarreglo —»

Figura 10. Esquema de la metodologia empleada para el analisis de expresion global
de los genes del primordio de la LLP.
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La intensidad de fluorescencia obtenida de los diferentes spot de los
microarreglos fue determinada utilizando un laser confocal (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA). A continuacién, los datos crudos obtenidos fueron procesados con el
programa DeArray (Scanalytics Inc.). El procesamiento de los valores consistié
inicialmente en la transformacién logaritmica de los datos (log2) y en un posterior
analisis estadistico de confiabilidad de la hibridacién. Este andlisis se realizd con el
método de Lowess, el que se basa en la normalizacién de la intensidad total para cada
gen, asignando valores entre 0 y 1.0 a cada spot, luego de incorporar correcciones de
"background" y de controles negativos.

Posteriormente, los datos ajustados fueron trasladados para su analisis a los
programas FileMaker Pro 9.0 y GeneSifter. Estos programas permiten realizar
busquedas dirigidas de datos basandose en una serie de criterios establecidos por el
operador. El criterio mas relevante es aquel que selecciona puntos de hibridacion
(spots, correspondientes a un mRNA o gen) de acuerdo a las diferencias de intensidad
de hibridacion presentadas por las diferentes muestras.

Finalmente, estos valores fueron sujetos a analisis estadistico T-test para
generar los p-value (valor p asociado), con el fin de determinar la significancia

estadistica de los cambios de nivel observados para cada gen.

4.2.7 RT-PCR

E!l RNA de colas disectadas de embriones de pez cebra de 36 hpf se extrajo
utilizando “Trizol Reagent”. Brevemente, se resuspendié las disecciones en 200 pl de
Trizol y luego se le agregé 40 pl de cloroformo. Posteriormente, se centrifugd por 15

min. a 12000xg a 4°C. La fase acuosa fue traspasada a un tubo estéril y el RNA fue
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precipitado con 100 pl de Isopropanol por al menos 30 min. a -20°C. A continuacion, se
centrifugé por 15 min. a 12000xg a 4°C y el precipitado de RNA fue lavado con ETOH
70%. Finalmente, el RNA fue resuspendido en 11 ul de H,O libre de nucleasas. La
concentracién del RNA fue determinada utilizando el equipo “NanoDrop™ ND-1000
Spectrophotometer”.

El cDNA se sintetizé a partir de 1ug de RNA utilizando la enzima Transcriptasa
Reversa SuperScript segun instrucciones del fabricante. La primera hebra de cDNA fue

amplificada a continuacién por PCR usando el siguiente protocolo:

2,5ul  Buffer 10X

Tul  MgSO,

Tul Partidor Forward 10pM
1ul Partidor Reverse 10uM
0,5u dNTPs mix 10mM

1ul  cDNA

0,1ul Taqg Polimerasa

H,O hasta 25 pl

1. 2min. 94°C
2. 30seg. 94°C

3. 30seg. 60°C 35 ciclos

4. 1min. 72°C
5. 7min. 72°C

Los productos de PCR fueron resueltos en geles de agarosa al 1%.
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4.2.8 Transformacion de bacterias competentes

La transformacion de los plasmidios se realizé6 mediante el método de choque
térmico. Brevemente, a 100 ul de bacterias competentes se le agregé 100 ng de DNA
plasmidial y se incub6 en hielo durante 30 min. A continuacién, se dio un choque
térmico de 45 seg. a 42°C. Posteriormente, la mezcla se incubé nuevamente en hielo
por 10 min., para luego agregar 800 pl de medio SOC e incubar en un agitador a 37°C
por 1 hora. Pasado este tiempo, el cultivo de bacterias fue sembrado en placas de agar

con el antibiético apropiado e incubado a 37°C durante toda la noche.

4.2.9 Extracciéon de DNA plasmidial

EL DNA plasmidial fue purificado utilizando los kit “QlAprep Spin Miniprep”,
“QUIAGEN Plasmid Maxi’, “MiniElute Gel Extraction” y “MiniElute PCR Purification”
(QIAGEN), segun instrucciones del fabricante. La concentracion del DNA fue

determinada utilizando el equipo “NanoDrop™ ND-1000 Spectrophotometer”.

4.2.10 Extraccion de DNA genémico

El DNA genémico de embriones de pez cebra se purificé con un buffer de lisis
(Tris-HCI 10mM pH 8, NaCl 100mM, EDTA 10mM, SDS 0.4%, 100 pg/ml de Proteinasa
K) por 2 horas a 55°C. Luego del tiempo de incubacién, se centrifugé la muestra a

maxima velocidad para colectar el material no digerido. Se recuperé el sobrenadante,

se agreg6 60 ul de Isopropanol y se centrifugd a 3000 r.p.m por 5 min. a 4°C. El DNA




precipitado fue lavado con 100 pl de EtOH 70%. El DNA genémico fue secado a
temperatura ambiente aproximadamente por 15 min. y luego resuspendido en 50 ul de
H.O libre de nucleasas. La concentracién del DNA fue determinada utilizando el equipo

“NanoDrop™ ND-1000 Spectrophotometer”.

4.2.11 Sintesis de Sonda para hibridacion in situ

La sintesis de sondas se llevd a cabo en todos los casos de la siguiente forma:

0.5ug DNA linearizado o producto de PCR
2ul DIG RNA labeling mix 10X

2ul buffer transcripcién 10X

2ul RNA polimerasa (T3, T7 o SP6)
0,5ul inhibidor de RNAsa (40U/pl)

H.0 hasta 20ul

La mezcla se incub6 a 37°C por 2 horas. Luego se le agregé 2ul de DNAsa e
incubé 15 min. adicionales. A continuacién, se precipité el RNA con LiCl durante toda la
noche a -20°C. Finalmente, se midié la concentracién del RNA en un gel de agarosa
con el fin de guardar la sonda a una concentracién stock de 10pg/ml en buffer de

hibridacién.
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4.2.12 Hibridacion in situ

Se utilizé el protocolo descrito por Thisse C. y Thisse B., (2008) con algunas
modificaciones. Embriones y/o larvas de pez cebra fueron decorionados con pronasa,
fijados en PFA 4% v/v en PBS a 4°C durante toda la noche y almacenados en metanol
100% por un maximo de 6 meses. Al iniciar la hibridacién in situ se realiz6 una
rehidratacién de los embriones, la que consta de 3 lavados sucesivos de 5 min. en
metanol 75%, 50% y 25% v/v en PBST, respectivamente. Luego se lavé 2 veces
durante 5 min. con PBST. Posteriormente, la permeabilizacién de los embriones se
realizé por digestioén con proteinasa K 10ug/ml a temperatura ambiente por los tiempos

indicados en la siguiente tabla:

Estadio de desarrollo Concentracion de proteinasa K Duracién del tratamiento
24 hpf Tug/ul 5 min.

30-36 hpf Tpglul 10 min.

48 hpf 1.5ug/ul 10 min.

72 hpf 2ugiul 10 min.

5 dpf 2.5ug/pl 10 min.

Tabla 5. Concentracion de proteinasa K y tiempo de tratamiento para los distintos

estadios de desarrollo del pez cebra.

Inmediatamente después, se fijaron nuevamente los embriones en PFA 4%
durante 30 min., para luego lavarlos 5 veces durante 5 min. con PBST. A continuacion,
se incubaron los embriones en buffer de hibridacion (Formamida 50%, SSC 5X,
Heparina 50ug/ml, tRNA 500ug/ml, Acido citrico 1M pH 6.0, Tween 20 0.1%) durante al
menos 4 horas a 65°C, y luego se agregd la ribosonda diluida a la concentracién de
1ug/ml en buffer de hibridacién durante al menos 16 hrs. Posteriormente, se realizé el

lavado de la sonda con 3 incubaciones sucesivas de 10 min. cada una con Formamida
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50%, Formamida 25%, SSC 2X y con 2 incubaciones sucesivas de SSC 0.2X por 30
min. a 65°C, respectivamente. Después del lavado de la sonda, se realiz6 el bloqueo
de los sitios inespecificos para anticuerpos con solucién de bloqueo (PBS 1X, Tween
20 0,1%, BSA 0.2%, DMSO 1%) por al menos 4 horas a temperatura ambiente. Una
vez finalizado el blogqueo, se incubé con el anticuerpo anti-digoxigenina 1/4000 en
solucion de bloqueo a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente, se realizaron 5
lavados de 20 min. cada uno con PBST para eliminar el exceso de anticuerpo.

Finalmente, previo al revelado de la fosfatasa alcalina, los embriones se
ambientaron en solucién AP (Tris 100mM pH 9.5, MgCl, 50mM, NaCl 100mM, Tween
20 0.1%) con 3 lavados de 5 min. cada uno, para luego incubarlos en solucién
NBT/BCIP en ausencia de luz a temperatura ambiente o 4°C hasta ver la aparicién de

marca.

4.2.13 PCR en tiempo real

Los ensayos de PCR en tiempo real se realizaron utilizando el kit SuperScript™
Il Platinum® SYBR® Green One-Step qRT-PCR (Invitrogen), segun instrucciones del
fabricante. La purificacién de las células del primordio de LLP y la posterior extraccion
del RNA de éstas se realizé como fue descrito anteriormente.

Previo a el analisis de PCR en tiempo real de los genes respectivos, se
construyé una curva de calibracién con diluciones seriadas de RNA (40-20-10 y 5 ng)
para cada partidor en particular, con el fin de comprobar su especificidad. Ademas,
estas curvas de calibracion con concentraciones conocidas de RNA se utilizaron para
el posterior analisis cuantitativo de la expresion génica.

Las variaciones en la expresion de los genes se analizaron utilizando
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cantidades iguales de muestra normalizadas segin los niveles de expresion de

1
Bactina.

Las condiciones de la reaccion de PCR fueron:

1wl Fluoresceina 0.25uM

12.5ul Buffer SYBR Green mix 2X

0.5ul  Partidor Forward 10uM

0.5u Partidor Reverse 10uM

0,5ul  SuperScript™ 11l RT / Platinum Tagq
4ul RNA (20 ng)

6uL H.O

1. 15min. 60°C

1. 3.30min. 60°C

2. 15seg. 95°C

40 ciclos
3. 30seg. 60°C
4. 1min. 95°C
5. 10seg. 95°C 140 ciclos
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4.2.14 Microinyeccion de embriones

Para la microinyeccién de embriones se us6 una placa de Petri con medio E3
para ubicar los embriones. Los embriones en estadio de una célula fueron ordenados
en 3 filas paralelas en el borde de un portaobjeto, para luego ser inyectados con 10 nl
de una solucion de DNA o morfolinos (Mo) en rojo fenol al 1% en agua, usando un

inyector de presion de nitrégeno (Narishige).

4.2.15 Analisis filogenéticos

Los analisis filogenéticos fueron realizados en base a alineamientos multiples
de secuencias aminoacidicas. Los alineamientos fueron realizados mediante analisis
de ClustalW, para determinar posibles relaciones de ortologia entre los genes. Los

arboles filogenéticos por su parte, se realizaron utilizando el programa Phylip.

4.2.16 Constructo ccr7-egfp

Inicialmente, se amplificé el promotor de ccr7 de DNA gendmico de embriones

de pez cebra de 24 hpf. Los partidores utilizados se muestran a continuacion:

pcer7/F4attB1 5" GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTC TGA
TGT GGT GAC CCC TGA GAT AAG 3’

pccr/7R2attB5r 5" GGG GAC AAC TTT TGT ATA CAA AGT TGT CTG GGG
TCT GTT CAC GACAC 3’
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Las condiciones de la reaccion de PCR fueron:

2,5ul  Buffer 10X

Tul  MgSO4

1l Partidor F4 10 uM

1ul  Partidor R2 10 pM

0,5ul  dNTP mix 10 mM

100ng DNA gendmico

0,1ul Taqg Polimerasa High Fidelity

H,0 hasta 25 pl

1. 2min. 94°C
2. 30seg. 94°C
3. 30seg. 58°C 35 ciclos

4. 7min. 68°C

A su vez, se amplificé egfp del plasmidio pTRE-GFP. Los partidores utilizados

se muestran a continuacion:

eGFPF2atiB5 5" GGG GAC AAC TTT GTA TAC AAA AGT TGG CGG TAG
GCG TGTACGGTG G ¥
eGFPR2attB2 5" GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTA CAG

CGG GTT TAAACG GGC CC 3
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Las condiciones de la reaccién de PCR fueron:

Mix

2,5ul  Buffer 10X

1wl MgCly

Tl Partidor F2 10uM
1wl Partidor R2 10uM '’
0,5ul dNTP mix 10mM
100ng cDNA

0,1ul Tagq Polimerasa

H20 hasta 25 pl

1. 2min. 94°C
2. 30seg. 94°C
3. 30seg. 60°C 35 ciclos

4.1.5min. 72°C

Para la generacién del constructo ccr7-egfp se utilizé el sistema Tol2kit
(MultiSite Gateway® Pro Technology) (Invitrogen) segtn instrucciones del fabricante.

La tecnologia de clonacién del sistema Gateway se basa en el sistema de
recombinacion sitio-especifica de los sitios att del fago lambda (Kwan KM. y col., 2007;
Villefranc JA. y col., 2007), permitiendo una transferencia répida y eficiente de
fragmentos de DNA entre‘ plasmidios y la posterior construccién de vectores de

expresién con un definido orden y orientacion. Este sistema utiliza dos reacciones de
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recombinacién diferentes, la reacciéon BP para construir los denominados vectores de
entrada (attB x attP ¥ attL x attR) y la reaccion LR, para la construccion del vector de
expresion final (attL x attR —» attB x attP). Estas reacciones son catalizadas por una
mezcla de enzimas que se unen a los sitios att y median la recombinacién homoéloga
de los diferentes productos lineales de DNA entre los plasmidios. El esquema de la
metodologia utilizada en la generacion del constructo ccr7::GFP se muestra en la figura

11.
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!
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pccer7-egfp

Figura 11. Esquema de la metodologia empleada para la generacion del constructo del
promotor de ccr7 fusionado a la secuencia codificante para la proteina verde

fluorescente mejorada egfp.

El DNA correspondiente al promotor de ccr7 fue clonado en el vector
pDonor221P1P5r y el DNA de egfp en el vector pDonor221P2P5, respectivamente,

mediante la reaccién BP. Estos plasmidios a continuacién, fueron transformados en
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bacterias. competentes Top10. De cada transformacion se aislaron 3 colonias, se
purifico el DNA plasmidial y se realizé6 ensayos de PCR con los partidores apropiados
para comprobar si contenian el inserto esperado. Una vez que se obtuvo los vectores
de entrada, se realizé la doble ligacion entre pEntccr7, pEntegfp y el vector de
expresién pTol2Dest, para luego transformar en bacterias competentes Top10. De esta
transformacién se aislaron 5 colonias, se extrajo el DNA plasmidial y se realizd
ensayos de PCR con los partidores respectivos para comprobar si contenian el inserto
esperado.

Una vez obtenido el constructo se procedié a inyectarlo en conjunto con el
mRNA de la transposasa Tol2. La sintesis y posterior purificacién del mRNA de la
transposasa se realizé con los kit MMESSAGE mMACHINE y MEGAclear™ (Ambion),

respectivamente, segun instrucciones del fabricante.
Finalmente, el mix de inyeccion utilizado fue:

50ng DNA

25ng mRNA

0.1% Rojo fenol

H.0 hasta 10ul
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V. RESULTADOS

Nuestro disefic experimental se baso en la identificacién de nuevos genes
involucrados en la migracion del primordio de la linea lateral posterior (LLP) del pez
cebra, mediante la construccién de una libreria de cDNAs a partir de células purificadas
del primordio migratorio.

De esta manera, proponemos al primordio de la LLP del pez cebra como un
atractivo sistema-modelo, versétil, accesible y de facil manipulacién para el estudio de

la migracién celular in vivo.

5.1 Purificacion de células del primordio migratorio de la LLP del embrién de pez

cebra

Como modelo experimental en esta tesis se utilizd peces cebra transgénicos
CldnB::GFP, obtenidos en el laboratorio del Dr. Darren Gilmour, EMBL, Alemania.
Brevemente, esta linea transgénica fue generada situando la secuencia codificante
para la proteina fluorescente verde mejorada (EGFP) de membrana (lynEGFPpA) bajo
el control del promotor de claudin b (CldnB) (Haas P. y Gilmour D., 2008).

CldnB es una proteina de transmembrana de unién estrecha (‘tight junction”),
miembro de la familia de las tetraspaninas. Esta proteina participa en procesos de
adhesién y migracién celular, y es altamente expresada en 6rganos derivados de las
placodas sensoriales incluyendo al primordio de la linea lateral posterior (Kollmar R. y
col., 2001; Lopez-Schier H. y col., 2004). Un fragmento de ocho kilobases del promotor
de CldnB fue suficiente para dirigir la expresiéon de GFP a todas las células del

primordio migratorio de la LLP, como también a los neuromastos y las células
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interneuromasticas (Figura 4) (Haas P. y Gilmour D., 2006).

Dada la expresion restringida de EGFP en sélo algunos tejidos, incluyendo las
células del primordio migratorio, se decidi6 usar esta linea transgénica para purificar
células progenitoras del sistema de la linea lateral posterior (LLP).

Para llevar a cabo este objetivo, fue necesario aislar las células del primordio de
la LLP a partir de colas de embriones disectadas, para evitar asi contaminacion con
células positivas para GFP provenientes de otros tejidos. La diseccién de las colas se
realiz6 a las 36 hpf, etapa en la que el primordio se encuentra en la mitad de su
trayecto a través del miosepto horizontal y ya ha migrado mas alld de la prolongacion

del vitelo (Figura 12).
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prolongacién
del vitelo

36 hpf

Figura 12. Diseccion de embriones transgénicos CldnB::GFP. a) Esquema de un
embrién de 36 hpf. El primordio de la LLP se encuentra en la mitad de su trayecto a lo
largo del miosepto horizontal. b) Embrién CldnB::GFP de 36 hpf. En este estadio se
realizé la diseccidon de los embriones (linea amarilla). La flecha muestra al primordio
migratorio. ¢) Colas de embriones transgénicos que contienen los primordio de la LLP.
L1: neuromasto 1, L2: neuromasto 2, prim: primordio de la LLP. Escala de barras; b-c)
50 um.
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Se efectuaron tres ensayos para demostrar que, luego de la diseccion de los
embriones, se recupero el primordio migratorio. Primero, se visualizaron los fragmentos
de cola bajo fluorescencia para confirmar la presencia de células GFP positivas (Figura
12c). Segundo, se realizaron ensayos de hibridacién in situ para genes de expresion
especifica en el primordio de la LLP, entre ellos eya? (Figura 13a). Finalmente,
realizamos experimentos de RT-PCR para genes de expresion conocida en el
primordio de la LLP. En este caso, se aislé el RNA de los fragmentos de colas y se

analiz6 la expresion de los genes tacstd, cldnb y cxcr4b (Figura 13b).

eyal

Figura 13. Analisis de hibridacion in situ y RT-PCR en colas de embriones transgénicos
de pez cebra. a) Vista lateral de una cola de un embridon de 36 hpf. Se observa la
expresion del mRNA de eya? en el primordio (prim) y en los neuromastos (NM) de la
LLP. b) Analisis de RT-PCR de colas de embriones CldnB::GFP. La pureza de las
disecciones fue analizada mediante la expresion génica de los marcadores de la LLP

tacstd, cldnb y cxcr4b. M: marcador de peso molecular. Escala de barras; a) 10 um.

Los resultados obtenidos, tanto por RT-PCR como por hibridacion in situ, confirman
que los primordios de la LLP estan contenidos en las colas de embriones de pez cebra
disectadas, quedando ademas demostrada la efectividad de las disecciones. A su vez,
estos resultados nos permitieron verificar la buena calidad del RNA luego de la

diseccion de los embriones.

57




Una vez comprobado que los fragmenios de embriones contenian los
primordios de la LLP, procedimos a purificar células del primordio migratorio. Se
realizaron disecciones de aproximadamente 200 embriones a la vez, lo que permite
recuperar alrededor de 800.000 células totales por muestra. A medida que se
disectaban las colas, éstas fueron almacenadas en medio Hank’s en hielo, para luego
ser disgregadas enzimaticamente por 30 min. a temperatura ambiente con un paso de
disgregacion mecanica con pipeta Pasteur hasta obtener una suspension de células
Unica. Finalmente, las células fueron colectadas por centrifugacién y resuspendidas en
medio L-15 suplementado con suero fetal bovino para su posterior uso.

A continuacion, las células fueron usadas para analisis de citometria de flujo para
evaluar la posibilidad de separar las células GFP+ del primordio de la LLP para una
posterior purificacion de éstas por ensayos de FACS (Figura 14). Para esto,
disectamos colas de embriones silvesires (control) y de embriones transgénicos
CldnB::GFP. Luego, una vez disgregadas las células de ambas muestras, éstas fueron
fijadas en paraformaldehido 4% PBS y la presencia de GFP en la poblacién celular fue
detectada en el citometro.

Para los analisis de expresion de GFP, se seleccionaron las células contenidas
en la Region 1 (R1) del grafico dot-plot de tamafio (FSC) vs. granulosidad (SSC)

celular que muestra la figura 14a.
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Figura 14. Analisis de citometria de flujo de células purificadas de primordios de pez
cebra. a) Se muestra un grafico de tamarfio celular (FSC) vs. granulosidad (SSC). R1:
poblacién de células analizadas en el citdmetro. b) Grafico de intensidad de embriones
silvestres. Se observa que un 1.82% de la regiéon R1 son células GFP+. c) Deteccién
de células GFP+ purificadas de embriones transgénicos CldnB::GFP. Se observa que
un 75.54% de la regidon R1 son positivas para GFP. d) Histograma que muestra la
cantidad de eventos por intensidad de fluorescencia de embriones control (linea gris:
células GFP-) vs. embriones transgénicos (linea verde: células GFP+). e) Tabla

resumen de los porcentajes obtenidos de las poblaciones celulares analizadas.

Como se aprecia en la figura, la poblacién seleccionada consiste en un 23.47%
de células GFP+ del total celular para los embriones CldnB::GFP, en comparacién con

un 0.53% detectado en embriones silvestres (Figura 14e). A su vez, el histograma de la
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figura 14d muestra la intensidad de fluorescencia asociada a la proteina GFP en la
poblacién celular de embriones control (linea gris con relleno) vs. embriones
transgénicos (linea verde). Estos resultados confirmaron que mediante esta técnica es
posible identificar células GFP+ a partir del primordio migratoric de embriones
CldnB::GFP, por lo que el protocolo utilizado para la obtencién de las células es
adecuado.

A continuacion, se repitid el experimento descrito (corte de embriones y
disgregacién de las células) esta vez cargando las células en un Cell Sorter para su
separacion fisica mediante ensayos de FACS. Esta técnica ha sido utilizada
previamente en el pez ceb;a, ya sea para purificar células hematopoiéticas (Long Q. y
col., 1997), para separar diferentes tipos celulares de la sangre (Traver D. y col., 2003),
para el estudio in vivo del desarrollo de linfocitos T (Langenau DM. y col., 2004), y para
la identificacion de genes especificos de los diferentes tipos celulares (Covassin L. y
col., 2006), entre otros.

En los ensayos de FACS, se realizaron disecciones de aproximadamente 200
embriones a la vez, y las células obtenidas de los primordios fueron resuspendidas en
medio L-15 10% FBS, para luego ser purificadas a temperatura ambiente utilizando un
equipo de cell sorting BD FACSAria y el programa BD FACSDiva (BD Bioscience).

Para cada experimento, separamos dos poblaciones celulares: GFP positivas y
GFP negativas (control), respectivamente (Figura 15); las que fueron purificadas
directamente en Trizol, para asi preservar la estabilidad del RNA. Para la purificacion
de las dos poblaciones, se seleccionaron las células contenidas en la region P1 del
grafico dot-plot de tamario (FSC) vs. granulosidad (SSC) celular que se muestra en la

figura 15a.
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Figura 15. Purificaciéon de células del primordio de la LLP mediante ensayos de cell
sorting. a) Se muestra un grafico de tamario celular (FSC) vs. granulosidad (SSC). P1:
poblacién total de células a purificar. b) Analisis de cell sorting de embriones silvestres
de pez cebra (control). c) Células GFP+ y GFP- (control) purificadas de primordios de
embriones transgénicos CldnB. d) Tabla resumen de los porcentajes obtenidos de las

poblaciones celulares purificadas.

Del total de células purificadas (P1) en promedio por experimento, un 60% de las
células recuperadas correspondié a células GFP- y un 20% a células GFP+ (Figura
15d). Por esta razén, fue necesario realizar 2 a 3 purificaciones de células GFP+ y
consolidarlas para obtener una cantidad de células equivalente a una muestra control.

Luego, con el fin de discriminar entre células GFP+ del primordio y de otros

tejidos que pudieran expresar la proteina fluorescente, realizamos analisis de FACS de
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células obtenidas de colas de embriones transgénicos CldnB::GFP de 24 hpf. En este
estadio el primordio esta comenzando a migrar por lo que no debiéramos encontrar
células del primordio en las colas seccionadas y, por lo tanto, la poblacién de células

GFP+ provendra de otros tejidos (Figura 16).

a b

10 10 10° 10" 10
GFP FITC-A GFP FITC-A

Figura 16. Purificacion de células GFP+ de embriones transgénicos mediante ensayos
de cell sorting. Se observa una poblacién homogénea de células GFP+ presente en
embriones CldnB::GFP de 36 hpf (a) (flecha roja) que no se encuentra en embriones
de 24 hpf.

Como se aprecia en la figura, observamos un poblacién definida de células GFP+
de embriones de 36 hpf (circulo rojo, figura 16a) que no se encuentra en embriones de
24 hpf (figura 16b), lo cual indica que ésta es la poblacién de células del primordio
migratorio de la LLP. Este experimento demuestra ademas, que existen células que
expresan GFP en la linea transgénica CldnB::GFP que corresponden a otros tejidos.
La proteina ClaudinB tiene una expresiéon preferencial en el oido, linea lateral y
regiones del sistema nervioso, pero es posible que se encuentre en otros tipos
celulares. Por lo tanto, el sistema de deteccion presente en el Cell Sorter es mas

sensible que la lupa de fluorescencia, ya que en ella, no se observan otras regiones
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con alta expresion de GFP. Por otro lado, dado que la poblacién celular especifica de
primordio es pequefia (10.000 eventos a partir de 200 embriones) y no es posible aislar
suficiente RNA de ellas para un experimento de microarreglos, se tomé la decisién de
purificar todas las células GFP+ para la preparacién de RNA. Ademas, la contribucion
de células GFP+ no pertenecientes al primordio es minoritaria y el disefio del
experimento permitié a posteriori discriminar a los genes especificos de primordio por
hibridacién in situ (ver a continuacion).

Debido a que la metodologia utilizada para obtener las células del primordio
abarcd diversos pasos y cambios de temperatura, es posible que muchas células
murieran durante el proceso, lo que generaria problemas con la posterior obtencién de
mRNA de buena calidad. Es por esto que en algunos casos como control, utilizamos
yoduro de propidio (Pl) para determinar el porcentaje de células vivas que obteniamos
luego de la diseccién de los embriones (dato no mostrado). En promedio sélo un 5% de
células mueren durante el desarrollo del experimento, por lo que estos resultados nos
permitieron verificar lo apropiado de la metodologia empleada para la posterior
preparacion del RNA.

Finalmente, en algunas ocasiones como control interno, las células fueron
purificadas en medio de cultivo L-15 y luego fueron observadas al microscopio para

confirmar la pureza y calidad de la separacién (Figura 17).
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Figura 17. Visualizacién de células GFP+ luego de su purificacion por analisis de
FACS. Se observa que la mayoria de las células purificadas en este campo (a)

expresan GFP (b).

Como se observa en la figura, las células purificadas mediante analisis de
FACS expresan, en su mayoria, GFP, descartando asi posibles contaminaciones de la
muestra con células.

A continuaciéon, mediante ensayos de RT-PCR en tiempo real confirmamos la
pureza de las células purificadas. Para esto, una vez obtenidas las células, se realizé la
extraccion de RNA de células GFP+ y GFP-, respectivamente, de acuerdo a lo descrito
en la seccion de materiales y métodos. Utilizamos partidores de los genes facstd y
cldnb, de expresion conocida en el primordio de la LLP, y de egfp, como controles
positivos. Como control negativo usamos el gen myod, el cual se expresa en células
musculares (Figura 18). Los valores relativos de expresion se determinaron como

valores relativos a un control interno (Ractina).
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Figura 18. Andlisis de PCR en tiempo real de mRNAs derivados de células purificadas
por cell sorting. La pureza de las células obtenidas de embriones CldnB::GFP fue
determinada mediante el analisis de expresion de los genes tacstd, cldnb, egfp y myod.
Se muestra la razén de GFP+/GFP- obtenida de los genes. Los niveles de expresion

relativa fueron determinados por normalizacién a pactina.

Como se observa en la figura, la expresion relativa de los genes se comporta
de acuerdo a lo esperado, es decir, tacstd, cldnb y egfp se detectan en una proporcion
mayor en el RNA purificado de las células GFP+ comparado con los niveles
encontrados en el RNA de las células GFP-. En cambio, lo inverso ocurrié con el gen
myod, el que se detecté en mayor proporcién en el RNA purificado de las células GFP.
Estos resultados confirman que las células GFP+ separadas mediante analisis de
FACS, estan altamente enriquecidas en células que expresan marcadores moleculares
del primordio migratorio y por lo tanto esta poblacién de células es representativa del

primordio de la LLP del pez cebra. Mas ain, se establece que muestras de RNA

65



aisladas de cada una de estas poblaciones celulares, son utiles para efectuar una
hibridacion simultanea en un microarreglo. Por lo tanto, en esta hibridacién debiera ser
posible detectar genes diferencialmente expresados en el primordio migratorio

(hibridacion substractiva).

5.2 Construccion de una libreria de cDNAs a partir de células purificadas del

primordio.

A continuacién se gener6 una libreria de cDNA a partir de células del primordio
de la LLP. Para esto, se exirajo el RNA de la células GFP+ y GFP- previamente
purificadas y la calidad y la concentracion de RNA en estas muestras fue determinada

(Figura 19).
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Figura 19. Analisis de la calidad y concentracién del RNA extraido de células
purificadas por cell sorting. La integridad y la cuantificacién del RNA fue determinada
mediante el “Bioanalyzer Agilent 2100”. a) Se muestra una electroforesis en gel
denaturante donde se observan las bandas de rRNA 28S y 18S, respectivamente. La
cuantificacién estimada de la calidad del RNA se determiné con el numero de
integridad del RNA (RIN) (b). EI nimero RIN es independiente de la concentracion del
RNA, y del equipo utilizado, y se calcula a través de la razon de intensidad de las
bandas 28S vs.18S.

En promedio, se obtuvo 500 ng de RNA totales por muestra, con una razén de
absorbancia 260/280 mayor a 1.7 para todos los casos. Cabe recalcar, que fue
necesario realizar 2 a 3 purificaciones de células GFP+ y GFP-, respectivamente,
mediante analisis de FACS para obtener una muestra biolégica de mRNA de cada
poblacién celular. Esto se debi6 a la baja concentracion de RNA que obteniamos en
cada ensayo de purificaciéon por separado.

Una vez que confirmamos la calidad de las muestras de RNA, se realizé
transcripcion reversa incluyendo en la reaccién nucledtidos dUTP AminoAllyl
modificados y se procedié a la amplificacién de éstas producto de la baja concentracion

de mRNA que se obtuvo de la extraccién (kit Amino Allyl MessageAmp™ Il aRNA
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Amplification). Finalmente, una vez que contamos con la cantidad necesaria de cDNA
se procedié a realizar las marcaciones de éste para luego hibridarlo contra los
microarreglos.

El chip de microarreglos de cDNA de pez cebra utilizado (33K NHGRI-NIH
(Bethesda, EEUU)) contiene oligonucleétidos especificos para 19.000 genes de pez
cebra de un total de 33.241 oligos en el arreglo. Ademas, el microarreglo contiene
controles positivos (genes housekeeping), controles negativos (random sequences) y
duplicados de la mayoria de los genes para controlar la homogeneidad y especificidad
de la hibridacion.

Se hibridaron las dos muestras bioloégicas de RNA proveniente de células GFP+
(marcada con Cy5, color rojo) y GFP- (marcada con Cy3, color verde),
respectivamente, por triplicado y ademas se efectué una hibridacion con los colores
invertidos respecto a la muestra. El grado de expresién diferencial de un gen se estimé
en base a la razon de los niveles de expresién de las sondas Cy5 y Cy3.

La figura 20a muestra una imagen representativa de un chip de microarreglos
hibridado. Los puntos de color rojo indican que la sefial de intensidad en ese spot es
mayor en el canal rojo (Cy5) lo que se traduce en una razén de GFP+ > GFP-; por el
contrario, los puntos de color verde indican que la sefial de intensidad en ese spot es
mayor en el canal verde (Cy3), es decir, una razén de GFP+ < GFP-. Finalmente, los
puntos de color amarillo indican que la sefial de intensidad en ese spot para ambos
canales es similar. A su vez, la figura 20b muestra la distribucién de las intensidades
de fluorescencia generadas por la hibridacién de ambas sondas (GFP+ vs. GFP-) de
uno de los experimentos realizados. Cada punto en el grafico representa un
oligonucleético especifico en el microarreglo, graficado en funcién de la intensidad de

sefial que presenta para ambos canales.
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Figura 20. Analisis de expresion global de genes que se expresan en el primordio de la
LLP desarrollado por microarreglos. a) Imagen representativa de un chip de
microarreglos hibridado. Los puntos rojos indican una razén de GFP+ > GFP-, los
puntos verdes una razén de GFP+ < GFP- y los puntos amarillos una razon GFP+ =
GFP-, respectivamente. b) Distribucién de las intensidades de fluorescencia generadas
por la hibridacién de ambas sondas (experimental y control). Cada punto en el gréafico
representa un oligo/spot en el microarreglo, graficado en funcién de su nivel de
expresién en ambas muestras. La linea azul representa un nivel de expresion
equivalente en células GFP+ y GFP-. La linea roja representa un nivel de expresion
mayor a 2 veces en las células GFP+ vs. GFP-, mientras que la linea verde representa

un nivel de expresion menor de 2 veces en las células GFP+ vs. GFP-.
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Los datos crudos obtenidos fueron procesados con el programa DeArray
(Scanalytics Inc.). Béasicamente este programa exirae y procesa las imagenes
adquiridas de los microarreglos para asf generar valores de intensidades normalizados
para ambos colores para cada oligonucledtido (gen) en particular. Cabe recalcar que el
analisis crudo de las imagenes obtenidas de los microarreglos fue realizado por el
Microarray Core del NHGRI-NIH.

Posteriormente, los datos ajustados fueron trasladados para su analisis a los
programas FileMaker Pro 9.0 y GeneSifter. En estos andlisis, inicialmente se calculd el
promedio de intensidad obtenido de tres muestras que emitié cada spot en los canales
Cy5 y Cy3 para comparar ambas condiciones, GFP+ y GFP-. A continuacion,
utilizamos el método del cambio de nivel o “fold change” usando un punto de corte
(“threshold”) de 2 (GFP+ vs. GFP-) para seleccionar los genes diferencialmente
expresados.

Luego, estos valores fueron sujetos a andlisis estadistico, con el fin de
determinar la significancia estadistica de los cambios de nivel observados para cada
gen. Se considero diferencias significativas partiendo de valores de p < 0.05, es decir,
donde la probabilidad que efectivamente haya expresion diferencial fuese mayor al
99.95%.

A su vez, producto de que el microarreglo presenta duplicados de la mayoria de
los genes, también realizamos una sustraccién de los oligos con nimeros de acceso
repetidos utilizando un programa ad hoc escrito en lenguaje PERL (Practical Extraction
and Report Language).

Finalmente, se considero que un gen fue diferencialmente expresado cuando la
sefial de sus niveles de expresion en promedio diferia en mas de un factor de 2 en la

dos muestras con una calidad de la sefial igual a 1.
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Realizamos dos experimentos de hibridacién en microarreglos en paralelo, con
2 sets de muestras bioldgicas de mRNA diferentes (microarreglo 1 y microarreglo I,
respectivamente). Se preparé 3 cDNAs de cada una de estas muestras, para luego
hibridarlas en los microarreglos.

Inicialmente, se realizé el andlisis de los resultados utilizando el programa
GeneSifter. Los datos arrojados de estos experimentos mostraron que de las
33.241secuencias de oligos presentes, 5.148 (microarreglo 1) y 7.465 (microarreglo i),
presentaron cambios superiores a 2 veces, ya sea aumento o disminucion de la
expresion, cuando se compararon las muestras de las células GFP+ versus las GFP-.

Para facilitar el anélisis de resultados, se intersecté las listas de genes
arrojadas por los dos experimentos y seleccionamos las secuencias presentes en
ambas hibridaciones, descartando aquellas presentes en sélo una de ellas. De estos
analisis, obtuvimos 3.038 secuencias con un nivel de expresion que varia en mas de

un factor de 2 entre las dos muestras (células GFP+ versus células GFP-) (Figura 21).

71



Microarreglo | \
Muestra biolégica mRNA |
3 cDNAs
L 312 oligos
conocidos
3.163 oligos GFP+ > 2 GFP- 963 oligos GFP+ < 2 GFP-
1.985 oligos GFP+ < 2 GFP- 651 oligos
desconocidos
706 oligos
Microarreglo i conocidos
2.075 oligos GFP+ > 2 GFP-
Muestra biolégica mRNA I
3 cDNAs 1.369 oligos
l desconocidos
4.096 oligos GFP+ > 2 GFP-
3.369 oligos GFP+ < 2 GFP- j

Figura 21. Diagrama de flujo que resume la metodologia empleada para el analisis de

los resultados de los microarreglos, de acuerdo al programa GenesSifter.

De los oligos diferencialmente expresados (3.038) un 68.3% de ellos (2.075)
presentaron un nivel diferencial de intensidad de hibridacion mayor a 2 veces
comparando células GFP+ con las células GFP- (Figura 22a). (La lista de estos oligos,
con los genes correspondientes se encuentra en el Anexo 1). El resto de los oligos
(genes) corresponde a expresion menor a dos veces en la muestra GFP+ comparada
con la GFP-, y por lo tanto, se expresan de preferencia en tipos celulares distintos a
aquellos del primordio migratorio.

A su vez, de los 2.075 oligos identificados como altamente expresados en

primordio, un 34.02% (706) corresponden a genes anotados, es decir, que han sido
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identificados en la base de datos del genoma de pez cebra (GenBank y/o Ensembl) u
otras con un nombre o con similitud a genes de otras especies determinado por la
curacion de los datos genémicos (Zebrafish Genome, Ensembl versién 7.0). Por otra
parte, un 65.98% (1.369) son genes desconocidos, es decir, no estan anotados ni

asignados a grupos de ortologia (su cuya Unica identificaciéon es un nimero de acceso)

(Figura 22b).
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Figura 22. Perfil de expresion génica del primordio de la LLP. a) Grafico que muestra el
numero de oligos diferencialmente expresados en las células GFP+ en los
experimentos de microarreglos. Los oligos estan clasificados de acuerdo a la razén
GFP+/GFP- que presentaron en los experimentos. b) Grafico de torta que ilustra el
porcentaje de oligos anotados (34.02%) y desconocidos (65.98%) de los 2.075 oligos
diferencialmente expresados obtenidos de los analisis de microarreglos.
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La base de datos ZFIN (zfin.org) es un recurso comunitario que contiene
informacién de todos los genes identificados del pez cebra, incluyendo ubicacion
cromosémica, secuencias, expresion del mRNA, funcién bioldégica, mutantes vy
publicaciones asociadas. Con esta informacién, se clasificé el conjunto de 706 genes
identificados y de expresion alta en el primordio migratorio de acuerdo a categorias
funcionales definidas por su papel en diversos procesos biologicos tales como |
migracion celular, localizaciéon subcelular, adhesién celular, desarrollo embrionario,

respuesta inmune, entre otros, definidos por el programa GeneSifter (Figura 23).

M localization (10.05%)

W biological regulation (10.47%)

M metabolic process (17.66%)

M regulation of biological process (9.21%)

M establishment of localization (9.14%)
development process (6.98%)

W multicellular organismal process (6.84%)
response to stimulus (2.23%)

M negative regulation of biological process (1.88%)

positive regulation of biological process (1.12%)

M biological adhesion (0.84%)
M immune system process (0.56%)
B growth (0.42%)
multi-organism process (0.21%)
reproduction (0.21%)
M rhythmic process (0.14%)

M cellular process (21.98%)

Figura 23. Perfil de expresion génica del primordio de la LLP. Se observa un gréfico
resumen de las diferentes categorias funcionales de los genes diferencialmente
expresados en los microarreglos, asignadas por el programa GeneSifter.

De estos datos podemos observar que el mayor numero de oligos (21.98%),

corresponden a genes que estan asignados a categorias funcionales relacionadas con
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procesos celulares basicos (housekeeping), en comparacién con un 0.56% de genes
relacionados con funcién del sistema inmune y un 6.98% relacionados con desarrollo
embrionario, respectivamente. A su vez, determinamos que dentro del grupo de genes
relacionados con procesos celulares basicos, encontramos un 9.68% que participan en
procesos de comunicaciéon celular, un 2.18% en migracién celular, un 1.49% en
adhesioén celular y un 4.12% estan relacionados con procesos celulares durante el

desarrollo, respectivamente (Figura 24).
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Figura 24. Perfil de expresion génica del primordio de la LLP. Se observa un grafico
resumen que compara diferentes categorias funcionales entre los genes totales
presentes en los microarreglos y aquellos diferencialmente expresados en las células

GFP+ purificadas.

Por otra parte, obtuvimos 963 oligos (31.7%) que presentaron un nivel
diferencial de intensidad de hibridacién menor a 2 veces comparando células GFP+

con las células GFP- (Figura 25a) De esta lista, 312 (32.4%) corresponden a genes
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anotados y 651 (67.6%) son desconocidos (Figura 25b). La figura 26 muestra un
grafico resumen de las categorias funcionales asignadas a los genes anotados

definidas por el programa GeneSifter.
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Figura 25. Perfil de expresién génica del primordio de la LLP. a) Grafico que muestra el
namero de genes diferencialmente expresados en las células GFP- en los
experimentos de microarreglos. b) Grafico de torta que ilustra el porcentaje de genes
anotados (32.4%) y genes desconocidos (67.6%) de los 963 diferencialmente

expresados obtenidos de los analisis de microarreglos.
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Figura 26. Perfil de expresiéon génica del primordio de la LLP. Grafico resumen de las
diferentes categorias funcionales de los genes diferencialmente expresados en la
muestra control (GFP-), asignadas por el programa GeneSifter.

Paralelamente, con el objetivo de tener un mayor enfoque en el analisis de los
microarreglos, los datos arrojados por los experimentos fueron también analizados con i
el programa FileMaker. Estos analisis arrojaron que del total de secuencias de oligos
presentes en el microarreglos, 3.226 oligos presentan en promedio entre los dos
microarreglos un aumento mayor a 2 veces comparando células GFP+ vs. GFP-. (La

lista de estos oligos, con los genes correspondientes se encuentra en el Anexo 2).
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5.3 Identificacién de genes (transcriptoma) que se expresan en el primordio dela

LLP.

Como primer paso en la caracterizacién de los genes identificados en el
experimento de microarreglos por su expresion diferencial en primordio migratorio
(2075 oligos), se compard esta lista con el conjunto de genes previamente descritos de
expresién especifica en este tejido (expresion no ubicua). La comparacion se realiz6
contra genes descritos con expresion en linea lateral presentes en las bases de datos
NCBI (National Center for Biotechnology Information) y ZFIN (Zebrafish Information
Network).

En la base de datos NCBI (Pubmed) se realizé una busqueda con el término
“[lateral line primordium] and [zebrafish]”. El resultado arrojo una lista de 24 genes
descritos con expresién en el primordio de la linea lateral, de los cuales 20 se
encuentran en el chip de microarreglos de cDNA de pez cebra utilizado. La ausencia
de algunos en el arreglo se debe a que muchos de estos genes fueron descubiertos y/o
anotados en las bases de datos después de la construccion del chip.

A continuacién, esta lista se intersectdé con la lista de genes descrita
anteriormente (2.075 oligos) y se identificaron 9 secuencias (45% del total posible de
20) con un nivel de intensidad de hibridacién mayor a 2 veces comparando células
GFP+ con las células GFP-. Del resto de los genes, 7 de ellos (un 35%) present6é un
nivel de intensidad de hibridacién mayor a 1 pero menor a 2 en las GFP+, por lo que no
se detectaron como diferencialmente expresados en el experimento de microarreglos.

Paralelamente, realizamos una segunda blsqueda en la base de datos ZFIN
con el término "lateral line system" en el campo de "expression". Debe mencionarse

que esta anotacion incluye todos aquellos genes que poseen expresion de mRNA en
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algtin componente de la linea lateral, incluyendo las neuronas y el nervio del ganglio de
la LLP y los neuromastos, formados muchas horas después de la migracion del
primordio. Por lo tanto, esta lista representa una sobreestimacion significativa con
respecto a el niimero de genes identificados con expresién en primordio migratorio. El
resultado de esta buisqueda arrojé una lista de 363 genes descritos con expresion en la
linea lateral. De esta lista, 265 son genes anotados y 98 son genes que Unicamente se
describen con nimero de acceso GenBank. A continuacion, esta lista se intersectd con
la lista de oligos descrita anteriormente (2.075). En este caso, 145 genes (39.9%),
descritos con expresién en la linea lateral de acuerdo a esta base de datos, no estan
presentes en el chip de microarreglos utilizado.

De los 363 genes presentes en la coleccion de ZFIN que incluyen una
anotacién de expresion en linea lateral, 80 de ellos (36.7%) estan presentes en nuestra
coleccién de genes con expresion elevada en el primordio migratorio. Para refinar mas
aun la busqueda, se interrogé la base de datos ZFIN con el término "lateral line
primordium". El resultado de ésta busqueda arrojo una lista de 39 genes descritos con
expresion en el primordio de la LLP. De ellos, 10 (37%) poseen expresion elevada en
la muestra GFP+ en el experimento de microarreglos. Estos resultados, en conjunto
con los descritos anteriormente, corroboran la confiabilidad de los datos arrojados por
los microarreglos y confirman que mediante esta técnica es posible aislar genes
nuevos de expresion especifica en el primordio migratorio. Extrapolando los datos de
ambas busquedas (NCBI y ZFIN) podemos decir que entire un tercio y la mitad de los
genes identificados en el experimento de purificacién de células, extraccion de mRNA'y
microarreglos, tienen expresion especifica en el primordio migratorio.

En la tabla 6 se incluye una muestra representativa de genes de expresion

conocida en el primordio migratorio de la LLP que fueron detectados con nuestro

v
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experimento de purificacion de células e hibridacién en microarreglos de los mRNAs
purificados. Se indica el nimero de acceso GenBank de cada uno de ellos, el nombre
del gen, el cambio de nivel (razén GFP+ versus GFP-) que presentaron en el

experimento de microarreglos y el patrén de expresion descrito para ellos.

Numero de Nombre del gen Simbolo  Cambio de nivel de Patrén de

acceso expresion en el expresion

microarreglo

NM_131763 Claudinb Primordio LLP,
Oido,
Bulbo olfatorio
AF024536  Atonal homolog 1a atoh1 2.36 Primordio LLP,
Células ciliadas
auditivas
BI888943 Tumor-associated tacstd 971 Primordio LLP,
calcium signal Oido,
transducer Bulbo olfatorio
AF428249  Vang-like 2 (van vangl2 2.91 Primordio LLP,
gogh, Drosophila) Retina, Oido,
Higado, Pancreas
NM_131193 Eyes absent eyat 2.63 Primordio LLP,
homolog 1 Organos
sensoriales

Tabla 6. Genes de expresion conocida en el primordio de la LLP, de acuerdo a las
bases de datos NCBI y ZFIN que mostraron un razén GFP+/GFP- mayor a 2 veces en
los experimentos de microarreglos.

Como se menciond anteriormente, no todos los genes con expresién conocida
en la linea lateral se detectaron como diferencialmente expresados en el experimento

de microarreglos. Esto puede deberse a que estos genes se expresan ademas en otros
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tejidos, presentes en la fraccion de células GFP- aisladas de los fragmentos de colas
disectadas de los embriones. Tal es el caso de los genes cxcr4b, cxcr7b, sox2 y sox3
(Tabla 7), que se expresan en la linea lateral pero también en el sistema nervioso
central (y posiblemente en otros tejidos). Este resultado indica que no todos los genes
expresados en el primordio de la LLP han podido ser identificados con nuestra
metodologia, ya que escapan a nuestra deteccion aquellos que presentan patrones "no

exclusivos” de la LLP y aquellos de expresion ubicua.

Numero de Nombre del gen Simbolo  Cambio de nivel de Patron de

acceso expresion en el expresion
microarreglo
AF201451 Chemokine (C-X-C  cxcr4b 1.38 Primordio LLP,
motif) receptor 4b Notocorda,

Médula espinal

BI1889254 Chemokine (C-X-C  cxcr7b 1.52 Primordio LLP,
motif) receptor 7b Sistema inmune

B1980800 SRY-box containing sox2 0.81 Primordio LLP,
gene 2 Médula espinal

BG985680 SRY-box containing sox3 0.95 Primordio LLP,
gene 3 Médula espinal

Tabla 7. Genes de expresidén conocida en el primordio de la LLP, de acuerdo a las
bases de datos NCBI y ZFIN, que no se detectaron como diferencialmente expresados
en los experimentos de microarreglos.

Finalmente analizamos un grupo de 7 genes seleccionados al azar, cuya
expresion es especifica de otras estructuras (y que no se detectan en el primordio de la
LLP), como es el caso del miosepto horizontal, los somitos y la zona de los pronefros

(Tabla 8). Los valores de expresion diferencial obtenidos en estos casos, muestran que
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los transcritos respectivos estan sobrerrepresentados en la muestra control (GFP-) o

no muestran variacion, lo que es consistente con los patrones de expresion reportados.

Numero de Nombre del gen Simbolo  Cambio de nivel de Patron de

acceso expresion en el expresion

microarreglo

BG729476  Chemokine (C-X-C Miosepto
motif) ligand 12a horizontal
Al641124 Chemokine (C-X-C sdf1b 0.08 Miosepto
motif) ligand 12b horizontal
U14940 Tenascin C tnc 0.09 Miosepto
horizontal
NM_131262 Myogenic myod 1.15 Somitos
differentiation
NM_131298 Paired box gene 9 pax9 0.17 Somitos
NM_131234  Gata-binding protein 1 gatat 0.12 Pronefros
NM_130986 lkaros family zinc ikaros 0.29 Pronefros
finger 1

Tabla 8. Genes de expresion conocida en ofras estructuras presentes en las colas
disectadas de embriones, que mostraron un razén GFP+/GFP- menor a 2 veces en los
experimentos de microarreglos.

Una vez identificado el conjunto de genes sobrerrepresentados en la muestra
GFP+, descartamos aquellos cuya expresion y funcién ha sido reportada en el
primordio migratorio y seleccionamos aquellos genes anotados que codifican para
proteinas involucradas en procesos de migracion celular (segun la clasificacion hecha
por GeneSifter que a su vez se basa en Gene Ontology (genesifter.net). Mas aun, se
refind la seleccién mediante una bisqueda en la literatura utilizando la base de datos

NCBI y la base de datos ZFIN. El criterio usado para asignar roles funcionales a estos
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genes fue el siguiente: de los oligos anotados, seleccionamos genes involucrados en
migracién y adhesion celular en los sistemas hematopoiético e inmune y en cancer, en
neurogénesis, y en vias de sefalizacion claves para la morfogénesis y el patterning en
el pez cebra, en base a la informacion otorgada por el programa GeneSifter.

La tabla 9 muestra los genes identificados con estos criterios, el numero de
acceso GenBank de cada uno de ellos y el cambio de nivel (razén GFP+ vs. GFP-) que
presentaron en el microarreglos. Los genes de la tabla 9 estan clasificados de acuerdo

a su funcion.

Sistemas hematopoiético e inmune y cancer

Numero de Nombre del gen Simbolo Cambio de nivel de expresion

acceso en el microarreglo

AWO077995  Prostaglandin-endoperoxide ptgs2
synthase 2
AB071601 Prostaglandin D2 synthase ptgds 6.04
BE605271 Prostaglandin 12 synthase ptgisl 22.80
like
NM_131835 Leukocyte cell derived lect1 2.89
chemotaxin 1
NM_131627 Small inducible cytokine scyba 4.88
subfamily b (Cys-X-Cys),
member a
BI979989 F11 receptor f11r 8.02
BI892229 CD9 antigen, like cd9l 61.37
AW203040 Interferon regulatory factor 5 irf5 6.90
BE605965 Interferon regulatory factor 7 if7 2.02
BG304206  Toll-like receptor 3 tir3 297
Al330442 Thrombospondin 3a thbs3a 2.1
NM_131048 Semaphorin 3d sema3d 2.03
NM_131061 Semaphorin 3ab sema3lab 3.64
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Numero de Nombre del gen Silgglelelle) Cambio de nivel de expresion

acceso en el microarreglo
BE202006

Platelet endothelial cell pecaml|
adhesion molecule-like

AW174507  Matrix metalloproteinase 9 mmp9 3.03
NM_131857  Kruppel-like factor 2b kif2b 29.77
NM_131859 Kruppel-like factor 12 kif12 9.22

Neurogénesis

NUmero de Nombre del gen Simbolo Cambio de nivel de expresion

acceso en el microarreglo

NM_131323 Distal-less homeobox gene dixéa

6a
NM_131816  Atonal homolog 2a atoh2a 9.81
NM_131817  Atonal homolog 2b atoh2b 3.31
AW344031  SRY-box containing gene 8 sox8 213
NM_131287 SRY-box containing gene 17 sox17 2.99
NM_131637 Claudin 7 cldn7 62.16

Patterning

Numero de Nombre del gen Simbolo Cambio de nivel de expresion

acceso en el microarreglo

NM_130966 Nodal-related 1 (squint) squint
AB023488  Dickkopf 1 dkk1 10.78
BE557412  Staufen, RNA binding staufen 2.16

protein, homolog 2

Tabla 9. Genes de expresion desconocida en el primordio de la LLP que mostraron un
razén GFP+/GFP- en promedio mayor a 2 veces en los experimentos de microarreglos.
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Por otra parte, de la lista de oligos desconocidos (1.369), realizamos un

nBLAST (nucleotide blast) y pBLAST (protein blast) de éstos contra la coleccion

gendmica del pez cebra, para encontrar el homélogo mas cercano (criterio de identidad

mayor al 40%) que estuviera anotado. A continuacion, se eligié el gen o EST de mayor

identidad de secuencias arrojado por esta busqueda y la seleccion de los genes de

interés se baso de acuerdo a los criterios previamente descritos.

La tabla a continuacién, muestra los oligos identificados con estos criterios, el

nimero de acceso GenBank de cada uno de ellos y el cambio de nivel (razén GFP+

versus GFP-) que presentaron en el microarreglos. Los genes de la tabla 10 estan

clasificados de acuerdo a sus niveles de expresion.

Numero de
acceso
Al958983

AW232037
AW116709

AW595843
BI879484
BI672309

Nombre del gen

Hypothetical protein LOC407680
(similar Glycoprotein A33)
Transcribed locus (similar cxcr6)
Si:ch211-129¢21.1 (similar
Transmembrane class IV semaphorin)
Zgc:153928 (similar CD99 Type Il)
Transcribed locus (similar CD205)
Si:ch211-20319.2 (similar Tumor
protein D52)

Cambio de nivel de expresion

en el microarreglo

91.38
31.85

8.26
3.23
3.63

Tabla 10. EST de expresion desconocida en el primordio de la LLP que mostraron un

razén GFP+/GFP- en promedio mayor a 2 veces en los experimentos de microarreglos.
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5.4 Analisis de expresién y funcién de los genes seleccionados

Posteriormente, para evaluar la confiabilidad del método para seleccionar
genes de expresion restringida en el primordio de la LLP, analizamos el patrén de
expresion del conjunto de genes seleccionados (tablas 9 y 10) que presentaron
sobrerrepresentacién en la muestra GFP+ pero cuya expresion no ha sido reportada.

Para ello, se adquirieron los cDNAs correspondientes a los 32 genes
seleccionados (comprados en Open Biosystems, Inc.) y se sintetizaron ribosondas para
todos ellos marcando el RNA antisentido con UTP-digoxigenina. El patrén de expresién
de los mRNAs respectivos se realiz6 mediante ensayos de hibridacién in situ en "whole
mount" (montaje completo) usando embriones fijados a las 30 hpf, momento en que la
ubicacién del primordio migratorio resulta facil de identificar. De esta manera, se intentd
determinar cuantos de los genes identificados en el experimentos de microarreglos
mostraban efectivamente expresion especifica en el primordio migratorio de la LLP.

Realizamos ensayos de hibridacién in situ de todos los genes mostrados en las
tablas 9y 10. Estos ensayos se realizaron utilizando el instrumento Bio Lane HTI (Holle
& Hutter AG, Alemania), el que permite realizar hibridaciones in situ a gran escala (40
muestras simultaneas).

Dados los requerimientos especificos que precisa la técnica de hibridacion in
situ, no todas las sondas sintetizadas dieron una marca visible y confiable en los
embriones. Esto puede deberse a que cada ribosonda posee propiedades particulares
y requiere condiciones de hibridacion especificas, que no fueron determinadas. De la
totalidad de las ribosondas probadas (32), observamos 7 patrones de expresion

especificos y diferenciales en el primordio de la LLP: ¢d9/, f11r, irf5, squint, dkk1, cldn7
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y el clon zgc:153928 (similar CD99 Type Il) (Figura 27). De las restantes 25
ribosondas, no obtuvimos patrones de expresiéon claros por lo que no podemos
confirmar ni descartar expresion en el primordio de la LLP. Es posible que algunos de
ellos tengan expresién ubicua o en tejidos diferentes al primordio, por lo que no
podemos calcular el porcentaje de error en la metodologia experimental. Sin embargo,
podemos decir que es posible detectar por este método genes cuya expresion
especifica en este grupo de células que no ha sido descrita antes (7 genes de 32
candidatos). Esto avala la metodologia empleada como una buena herramienta de

descubrimiento de genes con expresion tejido-especifica.

a b C

Figura 27. Analisis de hibridacién in situ del conjunto de genes seleccionados. Se
observa la expresion de claudin 7 (cldn7), nodal-related protein (squint), dickkorf 1
(dkk1) , cd9-like (cd9l), f11 receptor (f11r) y del clon zgc:153928 (similar CD99 Type 1)
en el primordio de la LLP. prim: primordio; NM: neuromasto. Escala de barras; a-f) 10

um.
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De los 7 genes cuyo patrén de expresion en primordio de la LLP fue detectado
por hibridacién in situ, cd9, f11ry ¢d99 participan en procesos de migracién y adhesion
celular en la respuesta inmune en mamiferos (Sobocka MB. y col., 2000; Kobayashi H.
y col., 2004; Unternaehrer JJ. y col., 2006; Lou O. y col., 2007; Schenkel AR.y col.,
2007; Smith CW., 2008). El factor de transcripcién irf5 (C. d'Alencon, datos no
publicados) en cambio, juega un rol en la induccion de repuesta inmune innata (Paun
A. y Pitha PM., 2007). Por su parte, squint (ligando de la via Nodal) y dkk?
(glicoproteina secretada que actiia como inhibidor soluble de la via Wnt) son genes
esenciales para el desarrollo embrionario temprano (patterning) en el pez cebra
(Feldman B. y col., 1998; Logan CY. y Nusse R., 2004; Niehrs C., 2006). Finalmente,
cldn7, al igual que toda la familia de las tetraspaninas, son genes fundamentales para
la adhesion celular durante diversos procesos del desarrollo (Kolimar R. y col., 2001).

A continuacion, debido a que no todos los genes seleccionados del
microarreglo pudieron ser confirmados mediante ensayos de hibridacién in situ,
realizamos ensayos de RT-PCR en tiempo real de estos genes comparando los niveles

de mRNA entre las muestras GFP+y GFP- (Figura 28).
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ptgs2 9.07 15.26
ptgds 5.38 6.04
ptgisl 10.73 22.80
lect] 0.75 2.89
scyba 2.87 4.88
cd9l 12.07 61.37
sema3d 1.24 2.03
pecam| 0.65 2.00
kif12 3.52 9.22
sox8 1.96 2.13
staufen 0.51 2.16
similar cxcré 2.78 91.38
similar cd205 2.76 3.23

Figura 28. Analisis de PCR en tiempo real de mRNA derivado de células GFP+ y GFP-
purificadas. a) Se muestra la razon GFP+/GFP- de la expresion relativa de diferentes
genes elegidos al azar. Los niveles de expresion relativa fueron determinados por
normalizacién a Pactina. b) Tabla comparativa de los valores obtenidos de la razon
GFP+/GFP- en los anélisis de PCR en tiempo real y microarreglos, respectivamente.
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Como muestra la figura, confirmamos, en la mayoria de los casos, los
resultados obtenidos de los microarreglos, ya que los niveles de expresion de los
genes analizados por esta técnica cuantitativa muestran una razén GFP+ versus GFP-
mayor a dos veces. Estos datos comprueban que la no deteccién en el primordio de la
LLP de todos los genes seleccionados probados mediante hibridacién in situ, pudo
deberse a problemas con la técnica méas que por un resultado falso positivo arrojado
por el microarreglo.

Finalmente, se seleccionaron cuatro genes, cd9l, f11r, dkk1 y squint para
realizar estudios funcionales in vivo, mediante ensayos de perdida de funcién génica
utilizando morfolinos antisentido. La seleccion se baso en el papel de estos genes en
los procesos de adhesién y migracién celular durante la respuesta inmune en
mamiferos (cd9 y f11r) y en el papel en los procesos de morfogénesis y patterning en
el pez cebra (dkk1y squint).

Para esto, embriones de peces transgénicos CldnB::GFP en estadio de una
célula fueron inyectados con 10 nl de los morfolinos CD8I (Mo-cd9l), F11r (Mo f11r),
Dkk1 (Mo-dkk1) y Squint (Mo-squint) 1 mM, respectivamente. El fenotipo de pérdida de
funcién de estos genes en el desarrollo del primordio de la LLP fue observada in vivo,
mediante microscopia de fluorescencia, durante todo el proceso de migraciéon del
primordio.

Como se muestra en la figura 29, tanto la inhibicion de cd9/ como de f11r
produce un cambio en la estructura del primordio migratorio, ya que se observa un
perimetro irregular, forma alargada y un depésito de células aberrante (Figura 29d-g)
en comparacién con embriones sin inyectar (control) (Figura 29c). Sin embargo, el
proceso de migracion como tal no es afectado (Figura 29a-b). No obstante,

observamos en algunos casos, una disminucion en el nimero de células del primordio

90




(Figura 29f-g), como también una forma altamente desorganizada del primordio. Este
fenotipo puede deberse a la pérdida de adhesién de las células que lo conforman o a
una falla en la formacién ordenada de rosetas que prefiguran los grupos de células que

seran depositadas por el primordio (Figura 29d-e).
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Control 30 hpf Mocd9/ 30 hpf

Figura 29. Perdida de funcion de los genes cd9/ 'y f11r. a-b) Inmunofluorescencia de

embriones CldnB::GFP control (a) y morfantes para cd9/ (b). Se observa la migracion
del primordio de la LLP. c-g) Imagenes de primordios de la LLP representativos de
embriones control (c) y de embriones morfantes para cd9/ (d-e) y para f11r (f-g). Se
observa el patron de organizacién de las células del primordio en rosetas (cabezas de
flechas en c) en comparacion con la pérdida en la organizacion del primordio
observada (d-e) y/o en el numero de células que lo conforman (f-g) en embriones

morfantes. Escala de barras; c-g) 20 um.

92




La pérdida de la organizacion celular en el primordio de la LLP observada en
embriones morfantes tanto para cd9/ como para f11r, en conjunto con los antecedentes
sobre el papel que cumplen estas proteinas durante los procesos de adhesién y
migracién celular durante la repuesta inmune, sugieren un papel conservado de estas
moléculas de adhesién en la comunicacién e interaccion celular necesaria para los

procesos de migracion celular de ambos sistemas.

Paralelamente, no observamos diferencias entre los embriones morfantes para
dkk1 y squint en comparacion con embriones controles (datos no mostrados). Una
posible explicacién para estos resultados, es que la ausencia de squint puede ser
rescatada por otro miembro de la familia de proteinas Nodal, como es el caso de
Cyclops (Feldman B. y col., 1998), mientras que la ausencia de dkk? puede ser
recuperada por otros inhibidores de la via Wnt (Logan CY. y Nusse R., 2004; Niehrs C.,
2006).

Finalmente, al no observar defectos en la estructura y/o migracién del primordio
cuando microinyectamos los morfolinos de dkk? y squint, confirmamos que la pérdida
de la morfologia del primordio en embriones morfantes para cd9/ y f11r observada, es
debido a la ausencia de estos genes y no por efectos inespecificos generados por la
microinyeccién o la toxicidad del morfolino. Por lo tanto, estos resultados sugieren un
posible rol de estas moléculas de adhesién en la organizacién celular dentro del

primordio migratorio.
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5.5 Expresion y funcién de receptores de quimioquinas en el pez cebra

En paralelo al experimento de blsqueda de nuevos genes expresados en el
primordio de la LLP, utiizamos una estrategia alternativa para la identificacion de
nuevos genes involucrados en la migracién de este grupo de células.

Como se mencioné anteriormente, los receptores de quimioguinas juegan un
papel fundamental en los procesos de migracién celular en los organismos. En base a
esto, y con los antecedentes del papel del sistema SDF1/CXCR4/CXCR?7 en guiar la
migracién del primordio, evaluamos si otros miembros de esta familia de proteinas
jugaban un papel en la migracién del primordio de la LLP. Para esto identificamos
genes de pez cebra presentes en las bases de datos que son ort6logos a receptores
de quimioquinas en mamiferos.

Se realizaron alineamientos de secuencias contra el genoma de pez cebra y
analisis filogenéticos de los genes de receptores de quimioquinas en mamiferos con el
objetivo de detectar posibles ortdlogos de estos. Identificamos 4 secuencias no
descritas previamente y no anotadas en el genoma de Danio: receptor de quimioquinas
(CC) 7 (cer7), receptor de quimioquinas (CC) 9 (ccr9), receptor de quimioquinas (C-X-
C) 3 (cxer3) y un cuarto gen no descrito en mamiferos al cual denominamos receptor
de quimioquinas like (ccr-like).

A continuacion, analizamos los patrones de expresion de estos genes. Los
respectivos cDNAs fueron obtenidos de ESTs (expressed sequence tags) comprados
en Open Biosystems y los estudios de expresién fueron realizados mediante ensayos
de hibridacién in situ. No observamos expresiéon de ninguno de ellos en el primordio de
la LLP. No obstante, detectamos expresién de estos genes en zonas donde ocurre

hematopoiesis, fundamentalmente linfopoiesis, en el pez cebra. En base a esto y dado
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que la migracién celular es fundamental para el desarrollo y funcién de los sistemas
hematopoiético e inmune en mamiferos, donde los receptores de quimioquinas juegan
un papel esencial para llevar a cabo estos procesos, evaluamos la funcién de dos de
estos genes en los procesos de migracién durante el desarrollo de la hematopoiesis en
el pez cebra.

De acuerdo a los antecedentes y sobre la base del papel fundamental que
juegan en el desarrollo y funcién de los sistemas anteriormente descritos, elegimos
estudiar en esta tesis la expresion y funcién de ccr7 y ccr9, moléculas esenciales en el
desarrollo y funcion de los linfocitos T en mamiferos (Sallusto F. y Lanzavecchia A,,
2000; Esche C. y col., 2005; Broxmeyer HE. 2008).

Inicialmente, realizamos andlisis filogenéticos de estos genes comparando con
sus respectivos ortélogos en vertebrados. La figura 30a muesira la secuencia
aminoacidica de CCR7 de Danio rerio alineada contra las secuencias de CCR7 de
humano, ratén, pollo y rana, respectivamente. A su vez, la figura 30b muestra un arbol

filogenético generado en base a los alineamientos multiples de secuencias realizado.
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GaCCR7 DrCCR7

OICCR? TrCCR?
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DrCXCR4b
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Figura 30. Analisis filogenéticos de muiltiples alineamientos de CCRY7 entre especies. a)
Alineamiento de la secuencia aminoacidica de CCR7 (DrCCRY7) de pez cebra contra
las secuencias de XICCR7 (rana africana), GgCCR7 (pollo), MmCCR7 (ratén) y
HhCCR7 (humano). Las lineas horizontales demarcan los dominios transmembrana
(Tm). Los alineamientos se realizaron utilizando el programa ClustalW. b) Arbol
filogenético generado de multiples alineamientos utilizando el programa Phylip. Se
agregé las secuencias de CCR7 de fugu (TrCCR7), medaka (OICCR?), stickleback
(GaCCRY7) y tetraodon (TnCCR?7); y ademas la secuencias de CXCR4 de pez cebra
(DrCXCR4a, DrCXCR4b) y humano (HsCXCR4).

Paralelamente, se realizé andlisis filogenéticos de CCR9 con sus respectivos

ortélogos en vertebrados (Figura 31).
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Figura 31. Analisis filogenéticos de multiples alineamientos de CCRS entre especies. a)
Alineamiento de la secuencia aminoacidica de CCR9 (DrCCR9) de pez cebra contra
las secuencias de GgCCRY7 (pollo), MmCCRY7 (ratén) y HhCCR7 (humano). Las lineas
horizontales demarcan los dominios transmembrana (Tm). Los alineamientos se
realizaron utilizando el programa ClustalW. b) Arbol filogenético generado de mditiples
alineamientos utilizando el programa Phylip. Se agregé las secuencias de CCR9 de
fugu (TrCCR9), medaka (OICCRY), stickleback (GaCCR9) y tetraodon (TnCCR9); y
ademas la secuencias de CXCR4 de pez cebra (DrCXCR4a, DrCXCR4b) y humano
(HsCXCR4).

A continuacién, evaluamos el patron de expresion de ccr9 mediante andlisis de

hibridacién in situ (Figura 32).
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Figura 32. Expresion del mRNA de ccr9 analizado por hibridacion in situ. Vista lateral
de una larva de 5 dpf. La flecha indica la expresién de ccr9 en el timo de pez cebra. .

Escala de barras; 200 um.

Como se muestra en la figura, ccr9 se expresa en el timo de larvas de pez
cebra de 5 dpf, no detectandose expresion en estadios mas tempranos. Este resultado
indica que al igual que en mamiferos, este gen estaria siendo expresado por linfocitos
T que ya alcanzaron el timo, y seria un marcador de la etapa definitiva de

hematopoiesis en el pez cebra.

Paralelamente, analizamos el patron de expresion de ccr7 (Figura 33).
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Tgfli1:gfp . e Tg'fli1:gfp

Figura 33. Expresién de ccr7 en el pez cebra. a-f. Analisis de hibridacién in situ de ccr7.
a) Vista lateral de un embrién de 36 hpf. Se observa la expresion de ccr7 en la region
AGM (flecha negra) y en la region CHT (cabeza de flecha). b—c) Vista lateral de la
region AGM (b) y de la regién CHT (c). d) Inmunofluorescencia de un embrién de 30hpf
de la linea transgénica Tg(fli1:eGFP). Se observa la marca de GFP en la region AGM
(linea punteada en b). f) Analisis de hibridacién in situ de ccr7 en el mismo embrién que
se muestra en d. f) Sobreposicién de las imagenes mostradas en d) y e). Escala de

barras; a-f) 200 um.

Tal como se aprecia en la figura 33, ccr7 se expresa en las regiones AGM y
CHT de embriones de pez cebra a las 30 hpf. No detectamos expresion del mRNA de
ccr7 en estadios mas tardios. A su vez, se realizé andlisis de hibridacion in situ en
embriones transgénicos Fli1:GFP, y observamos que el mRNA de ccr7 colocaliza con
la marca de GFP en la regién del AGM (Figura 33e-g) a las 30 hpf. De esta forma se

concluye, que ccr7 estaria siendo expresado por precursores de linfocitos T en la etapa
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definitiva de la hematopoiesis en el pez cebra.

Producto de que las células precursoras de linfocitos T deben migrar hacia el
timo para su posterior diferenciacion, quisimos evaluar la funcién de este receptor de
quimioquinas en la migracién de estas células.

Para esto, analizamos el papel de ccr7 sobre el proceso hematopoiético en el
pez cebra, mediante la inactivacién del gen respectivo con el uso de un morfolino
antisentido especifico para este gen (Mo-ccr7). A continuacion, comparamos la
expresiéon de marcadores de hematopoiesis tanto primitiva como definitiva en peces
silvestres y morfantes. Encontramos que la inactivacién de este gen disminuye la
expresion de rag?, marcador de linfocitos T, en el timo en larvas de pez cebra de 5 dpf

(Figura 34).
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Figura 34. Bloqueo de CCR7 disminuye la expresion de rag? en el timo. a-b. Linea
transgénica Rag1::GFP, que expresa GFP en el timo del pez cebra. Vista lateral de un
embrion de 3dpf. Se observa una disminucién de la marca GFP en el timo de
embriones inyectados con el Mo-CCR7 (b) comparados con embriones sin inyectar (a).
c-d. Anélisis de hibridacién in situ en larvas de pez cebra de 5 dpf. La inhibicion de
CCR?7 disminuye la marca de rag1 en el timo (d), en comparacién con larvas control
(c). e) Grafico que muestra los niveles de expresion definidos para rag?. Escala de
barras; a-d) 200 um
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Debido a que la disminucién en la expresion de rag? en los morfantes para ccr7
no fue observada en el 100% de las larvas analizadas, se definieron 3 categorias
arbitrarias (normal, disminuida y nula) dependiendo del nivel de expresion de rag? en el
timo (Figura 34e). Como se observa en la figura, aproximadamente un 90% de las
larvas morfantes para ccr7 presentan una expresion de rag? en el timo disminuida o
nula, en comparacién con un 10% observado en las larvas control, demostrando asi
que la inhibicién de ccr7 disminuye la expresion de este marcador de linfocitos T.

Luego, para confirmar el papel especifico de ccr7 en la diferenciacién celular
linfoide, analizamos la expresién de los marcadores de células progenitoras
embrionarias ikaros (marcador de progenitores linfoides), sc/ y c-myb (marcadores de
progenitores eritroide-mieloide).

La inhibicién de ccr7 no altera la expresién los marcadores sc/ y c-myb (datos
no mostrados). Sin embargo, la inactivacién de este gen disminuye la expresion del

marcador linfoide ikaros en la regiones AGM y CHT (Figura 35).
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Figura 35. Inhibicién de CCR7 disminuye la expresion de ikaros en la region ICM
(intermediate cell mass). a-d) Vista lateral de embriones de 24 hpf. Andlisis de
hibridacion in situ muestran que embriones inyectados con el Mo-ccr7 presentan una
disminucién en la expresion de ikaros en la region del ICM (c) y en el CHT (d) con
respecto a embriones no inyectados (a-b). e) Gréfico que muestra los niveles de
expresién definidos para ikaros. Escala de barras; b-e) 200 um
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Se definieron dos categorias: normal y disminuido, de acuerdo a los niveles de
expresion de ikaros (Figura 35f). Se observa que embriones morfantes para ccr7
presentan aproximadamente un 50% de disminucién en la expresion de este marcador
linfoide.

Estos resultados en conjunto nos indicarian que ccr7 estaria jugando un papel
en la linfopoiesis del pez cebra, especificamente en el desarrollo de los precursores de
linfocitos T.

Finalmente, nos propusimos establecer si secuencias reguladoras rio arriba de
cer7 de pez cebra son capaces de dirigir la expresién del gen reportero GFP a células
inmunes migratorias. Para ello, obtuvimos los primeros 6Kb rio arriba del primer cod6n
de ccr7 y lo fusionamos con la secuencia codificante de EGFP utilizando el sistema
Tol2, vector basado en un transposon de peces (Kawakami K. y Noda T., 2004). Con
esta construccién mezclada con la transposasa especifica para Tol2, microinyectamos
embriones al estadio de una célula y observamos mediante microscopia de
fluorescencia la expresién del gen reportero in vivo durante la embriogénesis. La
observacion del proceso de migracion del primordio no mostré expresién de GFP en
estas células, confirmando el resultado negativo obtenido mediante hibridacién in situ

(Figura 36).
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Figura 36. Analisis de la funcion in vivo de ccr7 en el desarrollo del pez cebra. Se

observa la expresion transiente de unas pocas células circulantes que expresan GFP
en embriones de 36 hpf. Se muestra la migracion de dos células positivas para GFP:
circulo rojo: a (t1: 0) —p a (t2: 2s)ycirculo azul: b (t1:0) —p b’ (t2: 2s), en

embriones inyectados con el constructo ccr7-egfp. s: segundos.

Sin embargo, como se muestra en la figura, se observa un pequefio nimero de
células marcadas en la sangre circulante en embriones de 30 hpf. Sin embargo, esta
expresion se observa soélo entre las 30 y 36 hpf aproximadamente, ya que en
embriones menores y mayores que este estadio no se observa la presencia de células
positivas para GFP. En conjunto, estos resultados sugieren que células precursoras de
linfocitos T expresan ccr7 en la fase inicial de la hematopoiesis definitiva del pez cebra,
indicando que en este estadio los precursores de linfocitos T se estarian generando
para su posterior diferenciacion en el timo.

Como objetivo futuro posterior a este estudio, se podria utilizar el modelo
transgénico descrito como modelo in vivo para estudiar el desarrollo de los linfocitos T
y su posterior funcion en la respuesta inmune del pez cebra con todos los procesos

que conlleva.
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VI. DISCUSION

Movimientos activos de células son esenciales en muchos procesos del
desarrollo incluyendo la gastrulacion, organogénesis y la formacion de los sistemas
nervioso e inmune. Por otra parte, la migracion celular desempefia un papel importante
durante todo el ciclo vital de un organismo, participando en procesos de regeneracion,
cicatrizacién de heridas y en las respuestas del sistema inmune (Ridley AJ. y col,
2003).

Muchas de las caracteristicas de la migracion celular, ya sea de como este
proceso es regulado y cuales son las moléculas relevantes para este evento son, en su
mayoria, desconocidas. La complejidad y heterogeneidad de los territorios por los
cuales las células se mueven y el gran nimero de factores que son potencialmente
relevantes en este proceso hacen que los andlisis in vifro sean incompletos y los
analisis in vivo sean dificiles de estudiar en condiciones controladas. Con respecto a
esto ultimo, el desarrollo de tecnologias de imagenes de organismos vivos aun no
permite realizar un seguimiento en tiempo real de las células migratorias, exceptuando
aquellas que ocurren en las etapas tempranas del desarrollo. Por ejemplo, estudios de
metéstasis (Condeelis J. y Segall JE., 2003; Sahai E. y Marshall CJ., 2003) o homing
linfocitario (Grinnell F. y col., 2003; Witt CM. y col., 2005; Henrickson SE. y col., 2008)
deben efectuarse, muchas veces, de manera indirecta y sin poder hacerse una
descripcién acabada de los mecanismos finos de migracién in vivo

En esta tesis se apunté a realizar una caracterizacién global de los genes que
se expresan en un grupo de células migratorias, el primordio de la linea lateral
posterior del pez cebra. Recientemente, la linea lateral posterior (LLP) del pez cebra ha

emergido como un buen sistema para el analisis genético de la migracién celular y de
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cémo ésta es controlada (Villablanca EJ. y col., 2008).

La linea lateral es un sistema mecanosensorial compuesto por un grupo de
érganos sensoriales superficiales llamados neuromastos, que se encuentran
distribuidos en la superficie del cuerpo de peces y anfibios en patrones especie-
especificos (Ghysen A. y Dambly-Chaudiére C., 2007). Estos érganos sensoriales son
depositados por un primordio migratorio de células que se origina desde las placodas
cefalicas. En el pez cebra, el primordio de la LLP inicia su migracion a las 20 horas
post fertilizacién y migra a través del miosepto horizontal, depositando grupos de 15-20
células (pro-neuromastos) en intervalos regulares. Los neuromastos contienen células
ciliadas mecanorreceptoras que se diferencian pocas horas después del depésito. El
proceso migratorio termina a las 48 hpf, tiempo durante el cuél el embrién de pez cebra
mantiene su transparencia, permitiendo la visualizacién in vivo de todo el proceso.
Ademas, la existencia de lineas transgénicas que expresan la proteina fluorescente
verde, GFP, facilita la identificacion de tipos celulares especificos asi como su
morfologia y comportamiento durante todo el desarrollo (Haas P. y Gilmour D., 2006).
Si bien en esta tesis nos concentramos en los fenémenos relacionados con la
migracién celular, es importante recalcar que simultdneamente, en el primordio de la
LLP estan ocurriendo diversos procesos de desarrollo (Ghysen A. y Dambly-Chaudiére
C., 2007). Las células migratorias son precursores neurales, de caracteristicas
troncales, ya que son capaces de generar diversos destinos celulares. Dentro del
primordio, las células estan sufriendo procesos de division celular, probablemente
simétrica y asimétrica y esta ocurriendo neurogénesis. Ademas, se manifiesta una
organizacién interna en el primordio con formacion repetitiva de rosetas,
probablemente involucrando una transicion mesénquima-epitelio (Nechiporuk A. y

Raible DW., 2008). Finalmente, toda esta actividad paralela puede ser analizada en el
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mismo sistema, lo que le asigna una versatilidad y utilidad multifacética al primordio de
la LLP.

Estudios recientes han demostrado la importancia de la via de sefializacion
mediada por la familia de factores de crecimiento fibroblasticos (FGF’s) en controlar el
“patterning” y la organizacion de las células del primordio (Lecaudey V. y col., 2008;
Nechiporuk A. y Raible DW., 2008). En estos trabajos, los autores proponen que la
expresion dinamica de los ligandos de FGF (fgf3/10) determina el patrén espacio-
temporal en la morfogénesis de la linea lateral, demostrando un nuevo link entre la
organizacion interna de los tejidos y la migracion celular colectiva. Hacemos notar que
en nuestra busqueda de genes expresados en el primordio, hemos detectado Ila
presencia de los genes descritos en estos trabajos asi como ligandos de esta familia
no descritos previamente (fgf13y fgf8).

Por otra parte, durante el desarrollo de esta tesis, diversos trabajos han
evidenciado la importancia del sistema sdffalcxcr4bicxcr7b en guiar al primordio a
través del miosepto horizontal (Dambly-Chaudiére C. y col., 2007; Valentin G. y col.,
2007). Estos estudios han demostrado que la inactivacién tanto de sdffa como de
cxcrdb ylo cxcr7b produce alteraciones en la migracién del primordio y sobre la
direccionalidad por la cual éste migra. En conjunto estos trabajos sugieren que la
sefalizacion mediada por este sistema es importante para guiar al primordio a través
del miosepto horizontal, y al mismo tiempo, alude a la presencia de otras moléculas
quimioatractantes que estarfan guiando al primordio por vias alternativas.

Nuevamente, las moléculas ya descritas han sido detectadas en nuestro
trabajo, asi como nuevos miembros de la familia de las quimioquinas y sus receptores.

A su vez, como se menciond anteriormente la organizacién interna del primordio

y por ende la cohesién de sus células es fundamental para el desarrollo de la LLP. En
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esta tesis detectamos también moléculas de adhesion como cadherina 2, (cdh2,), la
que es altamente expresada en la linea lateral del pez cebra, donde juega un papel en
la formacion de este sistema (Kerstetter AE. y col., 2004). La expresién de dos nuevas
moléculas de adhesion fue encontrada en este trabajo, las que fueron estudiadas
funcionalmente y demostraron la existencia de mecanismos adicionales a los ya
descritos (ver mas abajo).

Sumado a las consideraciones anteriores, sin duda el comportamiento
migratorio del primordio de la LLP es el que genera el mayor interés. En general la
migracién celular puede ser clasificada en dos categorias principales: la migracion de
células Unicas (llamada ameboidal o mesenquimatica) y la migracién colectiva. Esta
Gltima puede adoptar diversas conformaciones, como la migracion concatenada
(células ordenadas en fila, como ocurre con las glias que siguen un axon) o en forma
de cohorte (Friedl P. y col., 2004). El primordio de la LLP sigue un tipo de migracién en
cohorte, que ha sido descrita en varios otros modelos biolégicos y patolégicos (Fried!
P. y col., 2004). Diversos canceres como el melanoma, cancer epitelial y sarcomas,
muestran este tipo de migracion en hojas o en filas, un proceso invasivo que no sufre
una fransicién epitelio-mesénquima, y se caracteriza por la expresion de
metaloproteasas y colagenasas (Wolf K. y col., 2007). Si bien en esta tesis hemos
propuesto que el primordio de la LLP utilizaria mecanismos conservados con aquellos
presentes en el sistema inmune, el mecanismo migratorio que involucra una cohorte de
células migratorias cohesionadas es mas parecido a aquel que ocurre en ciertas
células tumorales invasivas. Es asf como encontramos en nuestra busqueda genes
correspondientes a diversas moléculas implicadas en invasion tumoral, en particular
genes de metaloproteasas como MMP9, algunas integrinas y marcadores conocidos

sélo por su expresién en canceres, como por ejemplo, facstd (Villablanca EJ. y col.,
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2006).

Estos hallazgos reafirman nuestra conviccion de que el primordio de la LLP
puede tener utilidad como modelo de diversos tipos de migracion y en especifico de
ciertos tipos de tumores, lo que lo transforma en una oportunidad de generacion de
nuevos conocimientos y en una herramienta para probar efectos de moléculas anti-
migratorias, ya sea desde una aplicacién genética (terapia génica) o farmacologica
(drogas antitumorales). Cabe recalcar que nuestro laboratorio ha presentado una
solicitud de patente justamente proponiendo esta metodologia de busqueda (Allende
ML. y Villablanca EJ., 2008) y el presente estudio aporta nuevos antecedentes que
avalan el uso préactico del primordio de la LLP.

En cuanto al proceso de neurogénesis y diferenciacion del sistema sensorial al
que da lugar el primordio, también hemos sido capaces de identificar a los participantes
ya descritos, asi como a una coleccién de nuevos genes involucrados en este proceso.

Los factores de transcripcion de la familia Sox (SRY-related homeobox) son
importantes para la mantencion del estado multipotente de progenitores neurales y al
menos uno de ellos, Sox2, ha sido caracterizada su expresién en el primordio y en
neuromastos (Hernandez PP. y col., 2007). Sin embargo, muchos de estos genes
presentan funciones en todo el sistema nervioso y, por lo tanto, estan presentes en el
tubo neural posterior, tejido que formé parte del material usado para la preparacién del
cDNA utilizado en la hibridacién diferencial en el experimento de microarreglo. Es por
esta razén, que no fuimos capaces de detectar muchos de estos genes, probablemente
debido a que el experimento sélo detecta genes expresados diferencialmente, o
exclusivamente, en el primordio de la LLP. A pesar de ello, algunos genes de la familia
Sox, como sox21, mostraron sobrerrepresentacion en nuestro experimento, lo que

indica que algunos genes involucrados en este proceso pueden ser detectados en
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nuestra coleccién de genes especificos. Genes de diferenciacion de células ciliadas sf
deben estar presentes en la coleccion de genes seleccionados, ya que no existen
células similares en la poblacién celular usada como tejido de "sustraccion”. Es asi
como detectamos la presencia de ath1a, gen estudiado por nuestro grupo y de papel
esencial en la diferenciacion de células ciliadas (Sarrazin AF. y col., 2006), y de otros
genes pro-neurales como ath2a y atoh7. Ciertamente, nuestro grupo espera utilizar la
riqueza de la informacién aqui generada para analizar el rol de este tipo de genes en el
desarrollo y diferenciacion de los distintos tipos celulares presentes en la linea lateral, y
poder aportar al conocimiento general de estos procesos en otros sistemas
sensoriales, particularmente en el oido.

Dada la amplitud de los temas a los cuales se hace un aporte con esta tesis,
nos concentramos en la identificacion de nuevas moléculas que contribuyen al
movimiento direccional del primordio de la LLP. Nuestro objetivo, es lograr un mejor
conocimiento de los procesos de migracion celular durante el desarrollo y
mantenimiento de los organismos. Ademas, al existir muchos genes homoélogos en pez
cebra a genes humanos, es posible la extrapolacion de este sistema-modelo para
entender los mecanismos moleculares de enfermedades humanas tales como el

cancer.

6.1 Aspectos técnicos abordados en esta tesis:

6.1.1 Purificacién de células del primordio migratorio

Para identificar los genes que se expresan en el primordio migratorio de LLP, se

realizod, en esta tesis, un analisis de expresion global basado en la construccion de una
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libreria de cDNAs a partir de células purificadas del primordio.

Para llevar a cabo este objetivo, utilizamos inicialmente la linea transgénica
sqET20 (Parinov S. y col., 2004) que expresa GFP en el primordio migratorio; sin
embargo, este transgénico posee una alta expresién de GFP en muchos otros tipos
celulares por lo que se descart6 para el experimento definitivo de purificacion. En el
afio 2006, se publicé un trabajo que describe la generacién de la linea transgénica
CldnB::GFP, la cual expresa GFP en todas las células del primordio de la linea lateral
posterior primaria del pez cebra (Haas P. y Gilmour D., 2006). Sin embargo, esta linea
también expresa GFP en otros tejidos como la cabeza y la zona de los pronefros, por io
que fue necesario disectar colas de embriones de 36 hpf, para reducir al maximo la
posible contaminacién de la muestra de células GFP+ con tipos celulares distintos al
primordio migratorio. Aln seccionando las colas, es probable que haya un grupo
residual de células que contaminan la poblacién GFP+, pero se consideré que esta
contaminacion era minoritaria y no afectaria mayormente el experimento. Los
resultados confirmaron esta apreciacion. La efectividad de las disecciones fue
confirmada con tres tipos de analisis (visualizaciéon de las colas seccionadas bajo
fluorescencia, ensayos de RT-PCR, e hibridacién in situ) (Figuras 12 y 13). En cada
sesién experimental, se alcanzé un limite de 200 embriones para disectar, dado el
tiempo que este paso toma. Consideramos importante no dejar las colas seccionadas
por un mayor tiempo en el medio de diseccién para evitar la muerte de las células o la
degradacion del mRNA.

A continuacién, mediante analisis de citometria de flujo y cell sorting separamos
las células GFP+ del primordio de la LLP a partir de colas de embriones transgénicos
CldnB::GFP (Figura 15). Si bien, la separacién fisica de células mediante ensayos de

FACS ha sido ampliamente utilizada en el pez cebra, principalmente para estudiar el
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desarrollo y funcioén de los sistemas hematopoiético e inmune (Long Q. y col., 1997;
Traver D. y col., 2003; Langenau DM. y col., 2004), es la primera vez que esta técnica
es implementada para aislar células a partir de colas de embriones disectados. El
aspecto técnico de mayor relevancia en este sentido es el protocolo de diseccion del
tejido y de separacion de las células, que obviamente puede ser aplicado ahora a otras
lineas transgénicas que tengan patrones especificos de expresion de GFP.

Para cada experimento, separamos dos poblaciones celulares: GFP positivas y
GFP negativas (control), respectivamente (Figura 15). Sin embargo, fue necesario
realizar 2 a 3 purificaciones de células GFP+, para obtener una cantidad de células
equivalente a la muestra control, debido a que del total de células purificadas en
promedio por experimento, un 60% de células recuperadas correspondi6 a células
GFP-y un 20% a células GFP+.

Considerando que el requisito esencial en los experimentos de microarreglos es
que las muestras de mRNAs sean de excelente calidad, realizamos diversos controles
en cada etapa durante la metodologia para verificar la integridad del RNA. Dentro de
los principales problemas que se presentaron durante el desarrollo de ésta, fueron la
gran cantidad de pasos necesarios para la obtencién de las células del primordio, los
cambios de temperatura y el tiempo requerido para la diseccién de los embriones. Es
por estas razones, que se prioriz6 disectar menos embriones por cada purificacion;
ademas de que durante todo toda la metodologia las células fueron mantenidas en
hielo y la separacién de las células fue realizada directamente en Trizol, para asf
preservar la estabilidad del RNA.

Finalmente, mediante microscopia de fluorescencia (Figura 17) y ensayos de
PCR en tiempo real (Figura 18) verificamos que la mayoria de las células purificadas

mediante analisis Eie FACS expresan GFP, descartando asi posibles contaminaciones
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de la muestra con células GFP- y ademas, que estas células estan altamente
enriquecidas en marcadores moleculares del primordio migratorio. Estos controles
fueron importantes previo a realizar la preparacién de cDNA y la posterior hibridacién

de estas sondas con los microarreglos.

6.1.2. Construccion de una libreria de cDNA del primordio migratorio

Como se mencioné anteriormente, el paso esencial para realizar experimentos
de microarreglos es la integridad y por ende la concentracién inicial de RNA. En esta
tesis, la purificacién del RNA de las diferentes muestras se realizé utilizando el método
de “Trizol Reagent”, obteniendo para todos los casos una razén de A260/280 del RNA
mayor a 1.7. Sin embargo, debido a la baja cantidad de RNA obtenida de las diferentes
muestras en cada ensayo de purificacién por separado, fue necesario juntar muestras
provenientes de 2 6 3 purificaciones de células para obtener una muestra biologica de
mRNA de cada poblacion celular. A su vez, también se debi6 amplificar estas muestras
mediante ensayos de transcripcién reversa, para asi contar con la cantidad necesaria
de cDNA para la sintesis de sonda.

Se realizé dos experimentos de microarreglos en paralelo con dos set de
muestras de RNA, a su vez cada una de ellas por triplicado. Esta etapa se realizé
utilizando el servicio del NHGRI, de Bethesda, MD, EEUU, por lo que no
comentaremos acerca de los detalles experimentales usados en la hibridacién. El
analisis de los resultados por su parte, se realizé utilizando los programas FileMaker y
GeneSifter.

Para los andlisis con el programa GeneSifter, se calculé el promedio de

intensidad que emitié6 cada spot en los canales Cy5 y Cy3 para comparar ambas
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condiciones, GFP+y GFP-, y se utiliz6 el método del “fold change” usando un punto de
corte (“threshold”) de 2 para seleccionar los genes diferencialmente expresados. Este
valor es el que habitualmente se utiliza en experimentos de hibridacion en
microarreglos y corresponde a un valor de alta confiabilidad estadistica para detectar
genes expresados diferencialmente (Aubert J. y col., 2004). Estos analisis arrojaron
una lista de 2.075 oligos con expresion sobrerrepresentada en la muestra GFP+, que
estan presentes en ambos microarreglos (ver Anexo 1) .

Paralelamente, el analisis de los resultados con el programa FileMaker, arrojo
una lista de 3.226 oligos sobreexpresados mas de 2 veces en las células GFP+ vs.
células GFP- en ambos experimentos. Esta lista se obtuvo sacando un promedio de la
razén GFP+/GFP- de las 6 muestras hibridadas (3 de cada microarreglo) (Anexo 2).

Uno de los mayores obstaculos en el anadlisis de los resultados fue que
aproximadamente un 60% de los oligonucleétidos sembrados en el microarreglo
corresponden a genes no anotados (provienen de cDNAs o ESTs de diversas
genotecas), por lo que no se pudo clasificar el 100% de los genes seleccionados segun
su funcién y/o posicién en alguna via de sefializacion. Sin embargo, producto de que
existen errores en la anotacién del genoma del pez cebra, es probable que muchos de
los oligonucleétidos que aparecen como genes desconocidos en nuestros resultados,
sean en realidad genes conocidos pero que aparecen sin ninguna clasificacién o con
otro nimero de acceso. Esta constatacién puede verse desde otro punto de vista, sin
embargo, ya que se han identificado numerosos genes de expresién especifica de
primordio migratorio que no han sido caracterizados y que, por lo tanto, representan

nuevas avenidas de investigacién futura.
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6.1.3. Identificacion de genes que se expresan en el primordio de la LLP

Luego de la obtencion de los genes expresados especificamente en las células
GFP+, se procedié a un analisis de ellos para seleccionar un grupo para su posterior
estudio.

En primer lugar, se apunt6 a validar los resultados de estos experimentos
comparando la lista de datos obtenida de los experimentos de microarreglos con el
conjunto de genes de expresion conocida en el primordio de la LLP presentes en las
bases de datos NCBI y ZFIN.

Del conjunto de genes con expresion conocida en linea lateral,
aproximadamente un 35% estan presentes en la seleccion de genes que realizamos
luego del experimento de microarreglos (Tabla 6). Esta es ciertamente una
aproximacién muy gruesa por dos razones. Primero, muchos de los genes descritos
con expresion en linea lateral no se expresan en primordio sino que en otros
componentes del sistema, como las neuronas que lo inervan y las células ciliadas.
Segundo, muchos de los genes descritos bajo ese término se expresan en otros
tejidos, por lo que en nuestro experimento pudieran no ser detectados (no presentan
expresion diferencialmente mas alta en primordio comparado con otros tipos celulares,
como es el caso de Sox2, descrito mas arriba).

Finalmente, aproximadamente un 30% de los genes de expresion conocida en
el primordio no se encuentran en el chip de microarreglos utilizado. Si bien el
microarreglo que se utilizé en esta tesis es el mas completo que existe actualmente, ya
que cuenta con el mayor nimero de secuencias de oligos de pez cebra, el chip fue
construido en el afio 2005, por lo que es posible que muchos de estos genes fueran

descubiertos y/o anotados en las bases de datos después de la construccion del chip.
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Estos resultados indican que no todos los genes expresados en el primordio de
la LLP fueron identificados con nuestra metodologia, ya que escapan a nuestra
deteccién aquellos que presentan patrones "no exclusivos" de la LLP, aquellos de
expresiéon ubicua y aquellos que no estan presentes en el chip de microarreglo. Sin
embargo, es nuestra opinién que todos los genes que no caen en estas excepciones si
fueron detectados y proponemos que la coleccion de genes compilados en las tablas
de los Anexos 1y 2 son una muy buena representacién del transcriptoma del primordio
de la LLP. Dado el disefio del experimento, es imposible obtener el total de genes
expresados en el primordio migratorio; para ellos, deberfa recurrirse a otros tipos de
recuperacion de datos del transcriptoma, como el SAGE u otras técnicas similares

(Velculescu VE. y col., 1995).

6.1.4. Analisis de expresion y de funcion del grupo de genes seleccionados

La eleccion de aquellos genes sobrerrepresentados en la muestra GFP+ que se
examinarian en mayor detalle se realizd de manera arbitraria y guiado por el interés
perseguido en este trabajo de aumentar nuestro conocimiento de los procesos
involucrados en migracién celular y en el desarrollo de este sistema sensorial.
Seleccionamos en total 32 genes (tablas 9 y 10), conocidos por su participacién en
migracién y adhesion celular en los sistemas hematopoiético e inmune y en cancer, en
neurogénesis, y en vias de sefializacién claves para la morfogénesis y el patterning, en
base a la informacién otorgada por el programa GeneSifter. Incluimos en este grupo,
algunos genes desconocidos, pero identificados en términos de homologia de
secuencias (detectados por BLAST) con genes anotados y que tuvieran un papel en

los procesos previamente descritos.
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La prueba final de confiabilidad del método fue ensayada a través de analisis de
expresion mediante ensayos de hibridacion in sifu y con ensayos de PCR en tiempo
real (Figuras 27 y 28).

Como se describié anteriormente, sélo 7 de los 32 genes seleccionados (cd9,
f11r, irf5, squint, dkk1, cldn7 y el clon zgc:153928 (similar CD99 Type IlI)) mostraron
expresién en el primordio de la LLP mediante analisis de hibridacion in situ (Figura 27).
De las restantes ribosondas probadas, no obtuvimos patrones de expresion claros por
lo que no podemos confirmar ni descartar su expresién en el primordio de la LLP. La
hibridacién in situ es una técnica notoriamente dificil, que requiere una puesta a punfo
para cada sonda que se prueba por primera vez. Dado que realizamos este
experimento en “batch", usando una equipo que usa condiciones estandares de
hibridacién, es muy probable que muchos de los genes no pudieran detectarse por
requerir otras condiciones de temperatura, etc. Por otro lado, es posible que algunos
genes presenten niveles levemente superiores en primordio vs. el resto de las células y
que no fuera posible reconocer esta diferencia a nivel de hibridacién in situ. Ademas,
debe recordarse que se realiz6 un paso de amplificacién para generar la sonda de
microarreglos por lo que es posible que diferencias pequefias fueran amplificadas.
Finalmente, es posible que algunos de estos genes tengan expresién ubicua o en
tejidos diferentes al primordio, y representarian el error introducido en el experimento.
Sin embargo, recalcamos que el experimento de hibridacién no es concluyente en este
sentido y que, al menos, no arroj6 ningtin gen de expresioén elevada en tejidos distintos
al primordio migratorio de la LLP, por lo que debemos dejar sin célculo el porcentaje de
error en la metodologia experimental.

Por otra parte, los andlisis de PCR en tiempo real de un grupo de genes

seleccionados al azar confirmaron, en la mayoria de los casos, los resultados




obtenidos de los microarreglos (Figura 28). Si bien estos experimentos avalaron la
metodologia empleada como una buena herramienta de descubrimiento de genes con
expresion tejido-especifica, en muchos de los casos, el cambio de nivel de expresion
observado no concordd con el obtenido de los experimentos de microarreglos. Esto
pudo deberse, al igual que en el caso anterior, a que en los ensayos de microarreglos
hubo un paso previo de amplificacion del mRNA, lo que pudo haber distorsionado en
cierta medida los valores de intensidad obtenidos. Otra posible explicacién es la
influencia del contenido de CG que contiene cada secuencia especifica, lo que no hace
comparable en términos cuantitativos un experimento de microarreglos con uno de
gPCR. Finalmente es posible que simplemente algunas sondas de cDNA quedaron
mejor marcadas que otras con los respectivos fluoréforos generandose una distorsion
en los valores de intensidad de fluorescencia comparado con el numero real de

transcritos presentes en las muestras.

6.2 Significancia de los resultados para el estudio de la migracién celular y el

desarrollo de la LLP

Durante el desarrollo de esta tesis han aparecido algunas publicaciones que
validan y complementan de manera importante nuestros resultados. Es el caso del
factor de crecimiento fibroblastico fgf3, el que es expresado por las células del
primordio de la LLP y es fundamental para la organizacién interna, el patrén y la
migracién de éste (Lecaudey V. y col., 2008; Nechiporuk A. y Raible DW., 2008). Es
interesante notar ademas, que otro grupo de investigacion (T. Piotrowski, comunicacion
personal) encontré la expresion de dkk? en el primordio migratorio y han demostrado

un rol importante de la via Wnt en la organizacién de éste durante la migracion.
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Estos resultados, en conjunto con los descritos anteriormente, corroboran la
confiabilidad de los datos arrojados por los microarreglos y confirman que mediante
esta técnica es posible aislar genes nuevos de expresién especifica en el primordio
migratorio.

Nos interesé, sin embargo, seleccionar un pequefio grupo de genes que no se
hubieran descrito previamente en el pez cebra para un anélisis funcional. Estos
ensayos se realizaron con 4 de los genes previamente seleccionados: cd9l, f11r, dkk1
y squint. Efectuamos especificamente ensayos de perdida de funcién génica utilizando
morfolinos antisentido, una técnica muy utilizada para inhibir de manera especifica la
traduccién de un gen en embriones de pez cebra.

La inyeccién de morfolinos para inhibir la traduccion de los genes cd9/ 'y f11r
demostré que estos genes estan involucrados en la organizacién interna de la
estructura del primordio (Figura 29). Si bien, el proceso de migracién celular del
primordio como tal no es afectado, si observamos que estas moléculas son
indispensables para mantener la organizacién de las células que lo conforman. Estos
resultados, en conjunto con los antecedentes que se tienen sobre el papel de estas
proteinas durante los procesos de adhesién y migracién celular durante la repuesta
inmune (Sobocka MB. y col., 2000; Kobayashi H. y col., 2004; Barreiro O. y col., 2005;
Sobocka MB. y col., 2005; Unternaehrer JJ. y col., 2006; Smith CW., 2008), sugieren
un rol conservado de estas moléculas de adhesiéon en la comunicacién e interaccion
celular necesaria tanto para la migracion de las células durante la respuesta inmune en
mamiferos, como para el desarrollo de la linea lateral posterior del pez cebra. Este
resultado es similar al hallazgo previo que demostré un rol clave para los genes cxcr4,
gen esencial en la migracién de linfocitos y células dendriticas (Villablanca EJ., 2008) y

tacstd, gen sobreexpresado en algunos canceres en humanos, en el desarrollo de la
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LLP del pez cebra (Villablanca EJ. y col., 2006).

En este estudio se incorporan dos nuevos genes que, siendo relevantes en los
procesos de migracion celular en ofros sistemas como el sistema inmune o en
patologias como el cancer, se expresan en el primordio de la LLP y contribuyen a su
desarrollo. Por lo tanto, comprobamos nuestra hipétesis en cuanto a que existe un
paralelo molecular en la migracion dirigida de células en diversos contextos.

Por otra parte, no observamos diferencias entre los embriones morfantes para
dkk1 y squint en comparacion con embriones controles (datos no mostrados). Una
posible explicacién para estos resultados, es que la ausencia de squint puede ser
rescatada por otro miembro de la familia de proteinas Nodal, como es el caso de
Cyclops (Feldman B. y col., 1998), mientras que la ausencia de dkk? puede ser
recuperada por ofros inhibidores de la via Wnt (Logan CY. y Nusse R., 2004; Niehrs C.,
2006). Sin embargo, no encontramos este tipo de genes en nuestra coleccién de genes
obtenida con el experimento de microarreglos, por lo que también es posible que la
pérdida de funciéon de estos dos genes no produzca un fenotipo evidente en la
formacién de la LLP.

A su vez, T. Piotrowski y col., (resultados no publicados; comunicacién
personal), quienes han detectado también la expresién de dkk? en el primordio de la
LLP, no han reportado estos hallazgos producto de que no han podido confirmar la
presencia de ningtn ligando de la via Wnt en el primordio. Cabe recalcar que dos
ligandos de la via Wnt (wnt8a y wni4) fueron detectados en nuestro experimento de
microarreglos. En futuros trabajos exploraremos la posibilidad de que estos ligandos
participen en los procesos de migracién, organizacién o diferenciacién celular en el
primordio de la LLP.

El analisis de expresién global de genes del primordio de la LLP realizado en
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esta tesis, identificé genes de expresién conocida en el primordio migratorio y a su vez,
permitié la identificacién de nuevos genes sin expresién conocida en el primordio.
Estos datos a su vez, seran un fuente de informacion para asistir a la comunidad
cientifica en cuanto a la identificacién de genes relevantes en el proceso de migracion
celular, como también en procesos de “patterning” y organizacién celular.

De esta manera, se comprob6 que el sistema de la linea lateral posterior del
pez cebra, es un buen sistema-modelo de estudio in vivo de genes involucrados en
organizacién y migracién celular, tales como genes de la via de FGF, Wnt y
quimioquinas.

Como proyeccion, este sistema se puede utilizar para estudiar inhibidores de la
migracién que pueden ser aplicados por ejemplo, en tratamientos anti-metastasicos. A
su vez, este modelo puede ser de mucha utilidad para estudiar las bases moleculares
de procesos fisiolégicos, como la migracién dirigida de las células durante la respuesta
inmune; asi como también de procesos patolégicos, como la propagacién tumoral,

metastasis y en las posibles terapias para inhibir estas enfermedades.

6.3 Expresion y funcion de receptores de quimioquinas en el pez cebra

Como se mencioné en un principio, los receptores de quimioquinas juegan un
papel fundamental en los procesos de migracién celular en los organismos en una
variedad de contextos.

A través de alineamientos multiples y andlisis filogenéticos identificamos 4
secuencias no descritas previamente y no anotadas en el genoma de Danio: ccr7, ccr9,
exer3 y un cuarto gen no descrito en mamiferos al cual denominamos ccr-like.

Los patrones de expresion de estos genes evaluados mediante analisis de
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hibridacion in situ, no mostraron expresién de ninguno de ellos en el primordio de la
LLP. No obstante, detectamos expresion de estos genes en zonas donde ocurre
hematopoiesis, fundamentalmente linfopoiesis, en el pez cebra.

Al igual que en mamiferos, ccr9 y ccr7, moléculas esenciales en el desarrolio y
funcién de los linfocitos T, se expresan en lugares donde ocurre linfopoiesis en el pez
cebra (Figuras 32 y 33) sugiriendo que estos receptores estan participado en el
desarrollo de linaje linfoide del pez cebra.

Los ensayos funcionales por su parte, mostraron que la inhibicién de ccr7
diminuye la eipresién de los marcados linfoides rag? (Figura 34) e ikaros (Figura 35) y
no asi de los marcadores mieloide-eritroide sc/ y c-myb (datos no mostrados),
demostrando que ccr7 participa en la linfopoiesis en pez cebra.

En esta tesis, se clonaron 6,3Kb de la regién genémica rio-arriba del gen ccr7.
El objetivo fue obtener los elementos regulatorios que podrian dirigir la expresién de un
gen reportero (EGFP) a las regiones donde ocurre linfopoiesis en el pez cebra. La
generacién del constructo ccr7-egfp se realizd utilizando el sistema Tol2, vector basado
en un transposoén de peces (Kawakami K. y Noda T., 2004).

La inyeccidon de este constructo demostré que los 6,3Kb de regién promotora
contienen los elementos cis-regulatorios necesarios para dirigir la expresién de EGFP
en un pequefio nimero de células circulantes en el estadio de 30 hpf (Figura 36). Sin
embargo, no podemos confirmar que estas células sean efectivamente precursores de
linfocitos T o de algun otro tipo celular del sistema inmune, aunque si podemos decir
que este sistema, es un potencial modelo para el estudio de la respuesta inmune en el
pez cebra.

No obstante, estos resultados, en conjunto con los andlisis de hibridacion in situ

y los ensayos funcionales utilizando morfolinos antisentido, sugieren que células
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precursoras de linfocitos T expresan ccr7 en la fase inicial de la hematopoiesis

definitiva del pez cebra.
Como objetivo futuro posterior a este estudio, se pretende obtener un modelo
de estudio in vivo, para estudiar el desarrollo de los linfocitos T y su posterior funcién

en la respuesta inmune del pez cebra con todos los procesos que conlleva.
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VIl. CONCLUSIONES

. Se implementé una metodologia de purificacion de células de embriones de pez

cebra mediante el uso de lineas transgénicas y ensayos de FACS.

Se gener6 una libreria especifica de cDNAs de células del primordio de la LLP.

Mediante un analisis global utilizando microarreglos, se identificé un grupo de

nuevos genes que se expresan en el primordio de la LLP.

Se identific6 nuevos genes que participan en la organizacién del primordio

migratorio de la LLP.

. Los andlisis filogenéticos demostraron que los receptores de quimioquinas
CCR7 y CCR9 del pez cebra, se encuentran conservados a través de la
evolucién y que posiblemente se expresen en subpoblaciones linfoides en el

pez cebra.

La expresién de ccr7 en las regiones AGM y CHT, y la disminucion de la
expresién de rag? en el timo y del marcador linfoide ikaros en las regiones AGM
y CHT en embriones morfantes para este gen, sugiere que ccr7 participa en el

desarrollo de linaje linfoide del pez cebra.
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Anexo 1

Anexo 2

IX. ANEXOS

Lista de oligos diferencialmente expresados en la muestra GFP+, de
acuerdo a el programa GenesSifter (CD Adjunto)

Lista de oligos diferencialmente expresados en la muestra GFP+, de

acuerdo al programa FileMaker (CD Adjunto)
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