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RESUMEN

La hipopigmentacion es una caracteristica de varias enfermedades asociadas al
trafico de vesiculas (Spritz, 1999; Huizing et al., 2000; Huizing et al., 2002; Starcevic et
al., 2002; Bonifacino, 2004; Li et al., 2004; Stinchcombe et al., 2004). En una
mutagénesis insercional a gran escala en el pez cebra, hecha en el laboratorio de la
Dra. Nancy Hopkins, se identificaron varios genes que son esenciales para el
desarrollo embrionario y larval. De esta mutagénesis se han descrito 315 mutantes,
que corresponden al 22% de los genes esenciales embrionarios; una de ellas

denominada “vanished pigments” (vps"?**%

), resulta afectado el gen vps18, la cual
produce un fenotipo de hipopigmentacién en larvas del pez cebra (Golling et al., 2002;
Amsterdam et al., 2004). Vps18 es un componente del complejo de anclaje homotipico
de fusién y segregacion de proteinas (HOPS por Homotypic fusion and vacuole protein
sorting complex) que esta involucrado en el trafico de vesiculas en la ruta biosintetica,
endocitica y fagocitica (Rieder y Emr, 1997; Sato et al., 2000; Wurmser et al., 2000;
Kim et al., 2001, Peterson y Emr, 2001; Poupon et al., 2003; Richardson et al., 2004;

Subramanian et al., 2004). La mutante vps"?***

presenta una insercion retroviral en el
cuarto exon del gen vps18 y produce dos transcritos aberrantes, que codifican para
dos proteinas truncadas no-funcionales, por lo tanto el alelo hi2499A es nulo.

Los analisis filogenéticos sugieren una funcién conservada de la proteina, sin
embargo es de notarse que en el dominio de repeticion de la cadena pesada de
clatrina (CHCR) en el pez cebra, estan conservadas 9 de 10 hélices alfa del dominio
CHCR que presentan las clatrinas (Ybe et al., 1999).

hi24994 muestran una reduccion

Los analisis morfolégicos de los ojos de larvas vps
evidente del numero de melanosomas maduros del epitelio pigmentario de la retina
(EPR). ElI EPR se muestra engrosado y presenta una acumulacion de melanosomas

redondos aberrantes, que asemejan a melanosomas en estadio premelanosomal |



(Nguyen et al., 2002; Nguyen y Wei, 2004; Richmond et al., 2005), esto sugiere que

vps18 participa en la biogénesis de melanosomas.

hi24994 o5 el desarrollo de

Una de las causas de letalidad de la mutante vps
hepatomegalia y algunos sintomas del sindrome de artrogriposis renal y colestasis
(OMIM 208085) (Sadler et al., 2005), la cual se caracteriza por defectos en el higado y
en el rindn (Gissen et al., 2005). La agudeza visual fue evaluada a través del ensayo

hi2499A

optocinético en larvas homocigéticas de vps , encontrandose disminuida pero no

ausente.

hi24994  nuede ser usada como un

Sugerimos que la mutante insercional vps
modelo de estudio de enfermedades de hipopigmentacién, donde el EPR se encuentre
afectado y la agudeza visual esté disminuida y que ademas se asocie a problemas en

el trafico vesicular.



1. INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema.

Con la finalidad de obtener un modelo de estudio en vertebrados para enfermedades de
hipopigmentacion causadas por dano al trafico vesicular, se tiene en el laboratorio del

Dr. Maldonado la mutante vanished pigmented (vps™**%)

, que tiene el gen vps18
(vacuolar protein sorting 18) interrumpido. Vps18 forma parte del complejo HOPS
(Homotipic fusion and vacuolar protein sorting), que participa en el trafico vesicular
intracelular (Rieder y Emr, 1997; Sato et al., 2000; Wurmser et al., 2000; Kim et al.,
2001; Peterson y Emr, 2001; Poupon et al., 2003; Richardson et al., 2004; Subramanian
et al., 2004) HOPS también participa en la biogénesis de los organelos tipo lisosomas,
como los melanosomas, los granulos plaquetarios, las vesiculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) clase Il y los granulos citotoxicos (Raposo et al., 2002;
Raposo y Marks, 2002; DellAngelica, 2003; Stinchcombe et al, 2004). Las
enfermedades de hipopigmentacion que destacan en humanos asociadas al trafico
vesicular son los sindromes de Hermansky-Pudlak, de Chediak-Higashi y de Griscelli,
caracterizados por albinismo oculocutaneo, agudeza visual disminuida y problemas de
coagulacién sanguinea (Spritz, 1999; Huizing et al., 2000; Huizing et al 2002; Starcevic
et al., 2002; Bonifacino, 2004; Li et al., 2004; Stinchcombe et al., 2004). Para evaluar a
vps™*9 como modelo de enfermedades de hipopigmentacién, nos enfocaremos en
estudiar el epitelio pigmentario de la retina (EPR), que esta encargado de suministrar
factores de crecimiento a la retina durante su desarrollo y participa en la fagocitosis de

los discos externos de los fotorreceptores (Marmorstein et al, 1998). EI EPR se

estudiara a nivel tisular y celular por histologia y microscopia electrénica, ademas se



llevara a cabo un estudio funcional del sistema visual, a través del ensayo optocinético.
Asimismo se realizara un anélisis del RNA mensajero de vps18 en la mutante vps™?**

por RT-PCR.

1.2 Participacion del complejo HOPS en el trafico vesicular.

1.2.1 Trafico vesicular.

Las células eucariontes han elaborado un sistema endomembranal, que permite el
transporte de macromoléculas dentro de vesiculas y que incluye al reticulo
endoplasmico, al aparato de Golgi, endosomas, lisosomas/vacuolas/organelos tipo
lisosomas y vesiculas de transporte (Bonifacino y Glick, 2004). La ruta biosintética
transporta las vesiculas desde el reticulo endoplasmico, pasando por el aparato de
Golgi, para después descarga su contenido en los correspondientes organelos. En la
ruta endocitica, las vesiculas se invaginan en la membrana celular, para formar un
endosoma temprano que al madurar da origen al endosoma tardio para fusionarse con
un lisosoma. La ruta autofagica degrada componentes celulares obsoletos, los cuales al
fusionarse con un lisosoma forman un fagosoma.

El trafico de vesiculas comienza con la gemacién de las mismas en el
compartimiento donador, donde las clatrinas participan en la invaginacion. Las cubiertas
de clatrinas participan en la seleccién de la carga al reconocer sefales de clasificacion
presentes en los dominios citosolicos de las proteinas transmembranales. Cuando se ha
formado la vesicula con el contenido especifico, la cubierta de clatrina se desensambla
y la vesicula es ahora capaz de reconocer proteinas del citoesqueleto que la dirijan

hacia el compartimiento receptor y se lleve a cabo la reaccion de acercamiento, anclaje



y fusién de las vesiculas. Este proceso requiere de pequefias GTPasas Rab/Ypt,
efectores de las GTPasas, complejos de acercamiento y proteinas SNAREs (receptores
que se unen a NSF por soluble NSF attachment protein receptors). Para reactivar la
maquinaria de fusion, se requiere del factor sensible a N-etiimaleimida (NSF por N-
ethilmaleimide-sensitive factor) y el cofactor o-SNAP (Collins et al., 2005; Ungermann y
Langosch, 2005).

Con ayuda de los complejos de acercamiento, las proteinas Rab coordinan el
ensamblaje del complejo trans-SNARE (en membranas distintas) a través de su
asociacion dependiente de GTP. Cuando las vesiculas se encuentran a una distancia
<5-10 nm de la membrana receptora, las proteinas SNAREs interaccionan con
proteinas de la familia SM/MUNC18, las cuales reconocen la vesicula receptora (Sato et
al., 2000). Posteriormente a la fusién, los complejos SNARE en cis (en la misma
membrana) pierden su ensamblaje por accion de las chaperonas a-SNAP/Sec17 y
NSF/Sec18, lo que permite interacciones tipo trans (entre vesiculas), y se reactiva la
maquinaria para futuros eventos de anclaje y fusién entre las vesiculas.

La fusién especifica entre las vesiculas esta regulada por las SNAREs. El modelo
de las SNAREs presentado por Rothman (1994), consiste en la unién de cuatro
SNAREs provenientes ya sea del compartimiento donador o del receptor, de tal manera
que garantiza la especificacion de la fusion entre las vesiculas. Sin embargo, se ha
observado que no solamente las SNAREs confieren la especificacion, sino también las
proteinas de la familia SM/MUNC18 y las proteinas Rab (Rink et al., 2005). Las
SNAREs vacuolares de Saccharomyces cerevisiae son: Vam3p, Vam7p, Vtilp, Nyvipy
Yki6p, y se clasifican de acuerdo a si presentan un residuo de glutamina (Q) o arginina
(R) en el motivo de “coiled-coil”. Vam3p, Vti1p y Vam7 son Q-SNAREs, y Nyvip y Yki6p

son R-SNAREs (Figura 1) (Collins et al., 2005).



1.2.2 Funcion del complejo HOPS en el trafico vesicular.

Con el objetivo de caracterizar molecularmente al trafico vesicular, se efectuaron
varios tamizajes en la levadura S. cerevisiae. Los fenotipos se clasificaron en clases A-F
por sus defectos en el trafico, funcion y estructura vacuolar. A las mutantes se les
denominé vps (Banta et al., 1990; Horazdovsky y Emr, 1993; Robinson et al., 1988), pep
(Preston et al., 1991, Woolford et al., 1990) y vam (Wada et al, 1992). El complejo de
fusion homotipica y segregacion de proteinas (HOPS), esta formado por el complejo
Clase C Vps (Vps11, 16, 18 y 33), asociado con factores accesorios Vps39 y Vps41 de
la Clase B (Figura 1A) (Sato et al, 2000, Seals et al. 2000, Richardson et al., 2004,
Srivastava et al., 2000; Subramanian et al., 2004; Wurmser et al., 2000). La eliminacion
de los genes que codifican para las subunidades del complejo HOPS, producen
distintos fenotipos: las mutantes de la Clase B (Vps39 y 41) tienen una fragmentacion
vacuolar moderada, mientras que en la Clase C ocurre una severa fragmentacion o
acumulacién de compartimientos vesiculares anormales.

El complejo HOPS pertenece a los complejos de acercamiento, los cuales facilitan
el anclaje y la fusién entre las vesiculas (Whyte y Munro, 2002). Durante el transporte
del Golgi hacia los endosomas, Vps41 media la gemacion de la vesicula en el trans-
Golgi al unirse a la subunidad & de AP-3 (Ward et al., 2001). La maquinaria de anclaje y
fusién en el endosoma se compone de Vaci, Vps21 (Rab GTPasa) y Vps45 (proteina
SM/MUNC18), HOPS participa a través de las interacciones entre Vpsi11 y Vact
(Peterson y Emr, 2001), mVps18 (homdlogo de vps18 en mamifero) y Vps45, y las
interacciones con las Syn13, Syn6. Durante el transporte anterégrado y posiblemente el
retrégrado del endosoma hacia el Golgi, Vps18 interacciona con Vps8 (Horazdovsky et

al., 1996).
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Figura 1. Participacion del complejo HOPS en el trafico vesicular. 1A El complejo HOPS esta
integrado por vps11/16/18/33/39/41. 1B Se regula negativamente por la fosforilacion de Vps41 por Yck3.
1C HOPS participa en el acercamiento de la maquinaria de fusion de vesiculas, en los
lisosomas/vacuola/organelos tipo lisosomas, y en los endosomas tempranos y tardios. Durante el anclaje
regula el ensamblaje del complejo trans-SNARE, a través de las interacciones con Syn13, Syn6, Viil,
Vam3, Vam7, Nyv1, Pep12. En el transporte de endosomas tempranos a endosomas tardios, regula la

conversién de Rab5 por Rab7.

En el endosoma temprano, Vps33 y Vps45 unen a la sintaxina Pep12, pero el
transporte hacia el endosoma tardio es mediado por Vps33 (Cowles et al., 1994;
Subramanian et al., 2004). La conversién de la pequefia GTPasa Rab5 a Rab7/Ypt7
durante el paso de endosomas tempranos a endosomas tardios esta regulada por
HOPS (Figura 1C) (Rink et al., 2005). Durante el transporte entre los endosomas tardios
hacia los lisosomas, la interacciéon entre Vps33 y Vam3/Syn7 requiere de la presencia
de Vps18 (Sato et al., 2000; Kim et al., 2001).

La proteina mVps18 regula la localizacion yuxtanuclear de los lisosomas,
mediante las interacciones con componentes del citoesqueleto de actina, incluyendo

actina, ezrina, las miosinas Ib, Ic, V, IXy Hook (Sevrioukov et al., 1999; Poupon et al.,



2003). La gran diversidad de interacciones de HOPS con otros subcomplejos
funcionalmente distintos, sugieren que HOPS es el resultado de asociaciones
reversibles de dichos subcomplejos.

La fosforilacion de Vps41 por Yck3 (cinasa de caseina vacuolar I) inhibe la fusion
y por lo tanto regula negativamente a HOPS. Yck3 al fosforilar a Vps41 afecta la
interaccién del complejo Rab Ypt7:Vps41, y por lo tanto reduce la actividad de GEF
(factor de intercambio de GTP) del complejo HOPS (Figura 1B) (LaGrassa y
Ungermann, 2005). La proteina Vps39 tiene la actividad de GEF para Ypt7(Seals et al.,
2000; Sato et al., 2000; Wurmser et al., 2000). Otro efector de Rab7/Ypt7, es RILP, y se
recluta en células de rinon de rata (NRK: normal rat kidney), al sobreexpresarse
mVps18 (Poupon et al., 2003).

Sec17 y su co-chaperona Sec18 desensamblan el complejo SNARE, Ypt7 regula
el re-ensamblaje de las SNAREs libres, formando el complejo HOPS-SNARE antes de
la fusién. Por su parte, Sec17 desplaza a HOPS de las SNAREs para permitir

subsecuentes eventos de fusién (Seals et al., 2000; Collins et al., 2005).

1.2.3 Dominios de las subunidades de HOPS

Las subunidades del complejo HOPS muestran tres dominios: el dominio de
repeticion de la cadena pesada de clatrina (CHCR: Clathrin heavy chain repeat), el
dominio de dedos de zinc-H2 (RING-H2) y el dominio de “coiled-coil” (CC: coiled-coil).
Vpsi18, Vpsi1, Vps39 y Vps41 presentan el domino CHCR, Vps11, Vps18 y Vps4i
presentan el dominio RING-H2, y el dominio CC lo presentan Vps11, Vps16, Vps18 y

Vps33 (Whyte y Munro, 2002).



En el dominio CHCR existen siete motivos repetidos en tandem de union a
clatrina, organizados en una superhélice con giros de pequefias hélices alfa cruzadas
antiparalelamente, y son diez hélices designadas con las letras A a la J (Figura 11).

El dominio CHCR se requiere para el ensamblaje de la cadena pesada de clatrina
y su trimerizacién (Ybe et al., 1999), y funciona en interacciones de homo y hetero-
oligomerizacién. Las proteinas Vpsi11, Vps18 y Vps41 Unicamente presentan una
repeticion del dominio CHCR. Al sobreexpesarse Vps18 y Vps39, en células NRK, se
agregan tanto los lisosomas como los organelos endociticos tardios en la region
perinuclear, debido a la funcion de acercamiento de dichas proteinas (Poupon et al.,
2003). Sin embargo en Vps39 de humano, para agregar los lisosomas, es necesario el
domino CHCR y CNH (CNH por citron homology) (Caplan et al., 2001).

El dominio de RING-H2 es una variante del dominio RING, debido a la sustitucién
de la cuarta cisteina por una histidina (C3H2C3), dando Ilugar al motivo
CXzCX13CXHX,HX,CX,C. Este dominio une dos iones de Zn?*, con una Unica estructura
de brazo cruzado (“cross-brace”) (Rieder y Emr, 1997; Shestopal et al., 1997).
El RING-H2 de hVps11 y hVps18 (homologos en humano de Vpsi1 y Vpsi8 de
S. cerevisiae) esta involucrado en la unidén entre proteinas y/o interaccion entre lipido-
proteina (Kim et al., 2001).

Poupon et al., (2003) comprobaron que el dominio RING-H2 y el dominio CC de
mVps18 (el homdlogo mamifero de Vps18 de S. cerevisiae), estan asociados a la
agregacion de lisosomas de células NRK. Estudios de la proteina Vps18 truncada en
Drosophila melanogaster, levadura y en células NRK, demostraron que el dominio de
RING-H2 es esencial para la funcién de dicha proteina (Sevrioukov et al., 1999; Poupon
et al., 2003). En Vps41 el dominio RING-H2 interacciona con la subunidad & del AP-3
(Ward et al., 2001), ademas, dos formas alternativas del gen hVps41 que se expresan

en higado, en la cual una de ellas carece del RING-H2 y es principalmente citosélica



mientras que la otra forma alternativa que presenta el RING-H2 se encuentra asociada
a la membrana (McVey Ward et al., 2001).

El dominio de RING-H2 de hVps18, tiene actividad de ligasa de utiquitina (E3),
donde regula los niveles de proteina de SNK (cinasa de induccion por suero), la cual
esta involucrada en eventos de la divisibn celular y en la transmisién sinaptica

(Yogosawa et al., 2005).

1.2.4 Participacion de HOPS en la biogénesis de los organelos tipo lisosomas

Las células animales pueden contener organelos tipo lisosomas (OTL)
especializados que no se encuentran en levadura (Dell’Angelica et al.,, 2000), de los
cuales se han hecho estudios de melanosomas, granulos pigmentarios de D.
melanogaster (Marks y Seabra, 2001; Raposo y Marks, 2002) y granulos de rabditina en
Caenorhabditis elegans (Hermann et al., 2005).

En la biogénesis de OTL, los dos homélogos de vps33, llamados vps33ay vps33b
podrian no tener funciones redundantes, ya que se encuentra una diferencia en la
capacidad de Vps33a y Vps33b para inducir la agregacion de los endosomas tardios,
lisosomas y melanosomas (Gissen et al., 2005). Ademas la mutante buff (mutacion del
gen Vps33a) de ratdn, ha sido propuesta como modelo de estudio del sindrome de
Hermasky-Pudlak debido a los defectos en la biogénesis de melanosomas (Susuki et
al., 2003), mientras que la carencia del gen vps33b genera un fenotipo similar al del
sindrome de artrogriposis renal y colestasis (ARC por Arthrogryposis-renal dysfunction-
cholestasis syndrome) caracterizado por una disfuncién renal y por defectos en el
higado (Gissen et al., 2005).

La carencia de la funcion de los genes vps16A y vps18 (mutante denominada

deep orange, dor) en D. melanogaster, produce un severo fenotipo de hipopigmentacion
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por sus defectos en la biogénesis de los granulos pigmentarios. En dor, se observan
morfolégicamente normales los rabdémeros, sin embargo en algunos fotorreceptores se
encuentran vesiculas endocitadas con cubiertas “de clatrina” (Sevrioukov et al., 1999).
Por otra parte, transfecciones con RNA de interferencia de vps16A, da lugar a una
severa degeneracién de la retina, con pérdida de los pseudoconos y con una
acumulacién de autofagosomas (Pulipparacharuvil et al., 2005).

El gusano C. elegans presenta granulos acidos y autoflorescentes del tubo
digestivo, denominados granulos de rabditina. A la pérdida de estos granulos se le
denomina el fenotipo Glo (gut granule loss). Mutaciones en el gen rab7 (homologo de
Ypt7) de C. elegans no resultan en un fenotipo Glo, pero la pérdida del gen vps16 y
vps41, tiene un fenotipo Glo con una reduccién significativa de dichos granulos

(Hermann et al., 2005).

1.3 Biogénesis de los organelos tipo lisosomas.

La mayoria de las propiedades de los lisosomas y otros organelos endociticos
tardios son compartidas por un grupo heterogéneo de compartimientos especificos de
cada tipo celular, denominados como organelos tipo lisosomas (OTL). La mayoria de los
OTL han sido definidos en células del linaje hematopdyetico, que incluyen a los
granulos densos y granulos-a de las plaquetas, a los compartimientos del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) clase Il en las células presentadoras de antigenos
y a los granulos citotoxicos de los linfocitos T y de células “natural killer”. Los OTL
también se encuentran en las células no hematopoyéticas, éstos incluyen los cuerpos
lamelares en las células epiteliales tipo 2 de pulmén y los melanosomas de los
melanocitos (Dell’Angelica, 2000; Dell'Angelica, 2003; Bonifacino, 2004). Al contrario de

los lisosomas clasicos, cuya funcion primaria es la de degradar a las macromoléculas,
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cada OTL tiene una funcién adicional Unica e independiente de acuerdo al tipo celular
en que se encuentren (Rapaso et al., 2002).

La relacién entre los OTL y los lisosomas, sugieren que el sistema endosomal
juega un papel clave en su biogénesis. Los precursores de los OTL provienen de la red
trans-Golgi (TGN por tfrans-Golgi network). Existen dos rutas hacia los lisosomas: la ruta
directa involucra el transporte de la red trans-Golgi hacia los endosomas (Figura 2A;
Paso 1y 3, 0 paso 2), seguida de un transporte hacia los lisosomas (Figura 2A; paso 4);
la segunda ruta, es la indirecta, que comienza el transporte en la red trans-Golgi, hacia
la membrana plasmatica (Figura 2A; paso 6), donde son internalizadas en los
endosomas tempranos (Figura 2A; paso 7) y son liberadas en los endosomas tardios
(Figura 2A; paso 3) y posteriormente en los lisosomas (Figura 2A; paso 4). De esta
manera, existen muchas proteinas que residen en los OTL, que tienen sefales que les
permiten el trafico a través de la ruta directa o indirecta de los lisosomas, llegando a los
OTL por la red trans-Golgi, endosomas tardios 6 lisosomas (Figura 2A; paso 8,9y 10).

Para los organelos tipo lisosomas que representan un sélo compartimiento
lisosomal en tipos celulares particulares (como es el caso de los granulos liticos), los
endosomas tardios contienen proteinas especificas. Para otros organelos tipo
lisosomas, las proteinas especificas podrian ser segregadas de los lisosomas
convencionales, presumiblemente en los endosomas tardios (Figura 2A; paso 8). Este
proceso sugiere que existe una sefal de clasificacion especifica, ademas del
reconocimiento de moléculas. De manera alternativa, las proteinas especificas de la
célula, podrian modificarse en el ambiente del endosoma tardio, de tal forma que ocurra

una segregacion (Figura 2A; paso 8) (Dell’Angelica et al., 2000).
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Figura 2. 2A Biogénesis de los
organelos tipo lisosoma. Rutas
involucradas en la biogénesis de los
lisosomas y los organelos tipo
lisosomas. TGN, red trans-Golgi,
EE, endosoma temprano; RE,
endosoma de reciclaje; LE,
endosoma tardio; L, lisosoma; LRO,
organelo  tipo lisosoma; PM,
membrana plasmatica. Los nimeros
denotan los pasos especificos del
transporte que se discuten en el
texto. Las flechas continuas estén
documentadas, mientras que las
----- flechas punteadas indican pasos
hipotéticos del transporte.
(Dell’Angelica et al., 2000).

2B Biogénesis de melanosomas.
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Rod o Sﬁgi{:ﬁ;f:am les. Las flechas representan las
trans-Golgi direcciones propuestas de trans-
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w— TRP1ftir0sinasa representan las cubiertas de clatrina,

- LAMPT la cubierta densa contenedora de
clatrina de lns endnsomas con

cubierta en los melanocitos esta indicada por una barra negra. Las vesiculas intralumenales se presentan en
los endosomas tardios y endosomas con cubierta, como se indican con los pequefios circulos, membranas
intralumenales de forma irregular representan los lisosomas. Se indican las estriaciones intralumenales del
estadio Il al IV del melanosoma (Raposo y Marks, 2002).

1.3.1 Biogénesis de los melanosomas.

El melanosoma es un organelo tipo lisosoma, debido a que comparte un nimero
de propiedades asociadas con los lisosomas, tales como un pH luminal bajo, la
presencia de hidrolasas, proteinas membranales y transmembranales lisosomales
(Del’Angelica et al., 2000). Los melanosomas se localizan en los melanocitos de la
coroides, en el epitelio pigmentario de la retina y en los melanocitos de la epidermis.

La biogénesis de los melanosomas prosigue en estadios secuenciales definidos
por caracteristicas morfolégicas. El estadio | premelanosomal es electrolicido vy

contiene vesiculas membranosas internas que parecen cuerpos multivesiculares con
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una estructura fibrosa irregular. Derivan de estructuras tubulares de la ruta endosomal o
de secrecidn tardia.

Las fibras intralumenales arregladas paralelamente, se elongan en el estadio Il
premelanosomal, resultando en su apariencia caracteristica estriada y de forma
elipsoidal. Estas fibras sirven como molde para que se deposite la melanina en los
melanosomas maduros, resultando en un oscurecimiento y empaquetamiento denso
(estado Ill) de la melanina. Durante la sintesis de melanina, la estructura intralumenal
no se observa, por el oscurecimiento debido a la alta concentracion de la melanina
(estadio IV) (Figura 2B) (Marks y Seabra, 2001).

Los estadios | y Il premelanosomales son ricos en Pmel17/gp100, una proteina
estructural especifica de las células pigmentarias asociadas con las estriaciones
fibrosas. Por el contrario, los estadios Ill y IV melanosomales son ricos en otras
proteinas especificas de las células pigmentarias, tales como la tirosinasa y las
proteinas tipo tirosinasa 1 y 2 (TRP1 y TPR2), enzimas involucradas en la sintesis de
melanina (Raposo et al., 2002). Existen diferentes rutas para el transporte de
premelanosomas y melanosomas maduros (Raposo y Marks, 2002). El transporte de
tirosinasa es dependiente de AP-3 y AP-1, los cuales tiene funciones parcialmente
redundantes durante el transporte desde los endosomas tempranos hacia el estadio |
premalanosomal (Theos et al., 2005a) mientras que Pmel17 es transportada del TGN

hacia el estadio | premelanosomal (Theos et al., 2005b) (Figura 2B).

1.3.2 Melanosomas del epitelio pigmentario de la retina

El epitelio pigmentario de la retina (EPR) es un monoepitelio plano ubicado entre
la capa de los fotorreceptores y la coroides. Las funciones del EPR son: la fagocitosis

circadiana de los segmentos externos de los fotorreceptores, el transporte de nutrientes
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de la coroides hacia el espacio subretiniano, el transporte de los desechos del espacio
subretiniano a la coroides, sintesis de la matriz interfotorreceptora, formacién de la
barrera externa “sangre-retina”, y la adhesion de la retina (Marmorstein et al., 1998). Se
cree que la melanizacién del EPR esta involucrada en la proteccién de la retina neural al
dano inducido por la luz; asimismo el EPR participa en la sefalizacién del desarrollo de
la retina neural durante el desarrollo embrionario (Lister, 2002).

En los melanocitos epidermales de mamiferos, los melanosomas son sintetizados
y posteriormente transportados a las puntas de las dendritas arborescentes para
transferirlos a los queranocitos adyacentes, sin embargo en la coroides y en el EPR, los
melanosomas permanecen en el mismo tipo celular en el que fue sintetizado,
cumpliendo una funcion detoxificante de los intermediarios oxidantes (Schraermeyer y
Heimann, 1999; Rapaso et al., 2002; Marks y Seabra, 2001). Sin embargo, el patron de
maduracién de los melanosomas es esencialmente diferente entre los teleosteos y los
mamiferos, ya que en el pez Oryzias latipes la biogénesis de melanosomas en el EPR,
inicia con melanosomas multivesiculares y esféricos adquiriendo después una forma
elipsoidal. Por su parte los premelanosomas contienen una estructura fibrilar, que
raramente se observa. La coroides contiene melanosomas esféricos, presentan
caracteristicas morfolégicas similares a los melanosomas de la piel, pero diferentes de
los melanosomas de las células epiteliales pigmentarias (Hirose y Matsumoto, 1994).

Los melanosomas estan polarizados a través de la superficie apical de células del
EPR, donde parecen fusionarse con fagosomas conteniendo segmentos externos de los
fotorreceptores (Marks y Seabra, 2001). Se observan algunos melanosomas, con
lipofuscina, la cual es el un residuo no degradado en los lisosomas, lo que sugiere que
los melanosomas se incorporan al sistema lisosomal del EPR (Kim y Choi, 1998;
Schraermeyer et al., 1999; Azarian et al., 2005). Los melanosomas del EPR son

elipticos y esféricos (Kim y Choi, 1998).
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Aln es controversial que los melanosomas elipsoides contengan eumelanina, y
los melanosomas redondos contienen feomelanina, puesto que un estudio reciente en el
EPR de bovino, se encontr6 que los melanosomas contenian principalmente
eumelanina (feomelanina 0.1-0.5%), a pesar de ser elipsoidales y redondos (Liu et al.,
2005). Sin embargo se sabe que estos dos tipos de melanosomas pueden coexistir en
el mismo melanocito de humano, ademas de que presentan una estructura interna que
los diferencia (Inazu y Mishima, 1993) y que la proteina Slc7a11 codifica para un
intercambiador de xCT cisteina/gutamato, la cual regula la proporcion de feomelanina y
melanina sintetizada en melanocitos (Chintala et al., 2005).

La eumelanina negra se genera por sucesivas hidroxilaciones mediadas por la
tirosinasa, seguida de oxidaciones y reacciones de carboxilacién a partir de la
conversién de tirosina a L-DOPA (dopaquinona) por TRP1 y TRP2. La formacién de la
feomelanina roja, amarilla y café requiere ademas de al menos un paso de reduccién

dependiente de cisteina (Marks y Seabra, 2001).

1.4 Enfermedades de hipopigmentacion en humanos.

El sindrome de Hermansky-Pudlak, es una enfermedad causada por mutaciones
en 7 genes humanos y 15 genes en el ratén. Estos genes codifican para las
subunidades de cuatro complejos multiproteicos llamados AP-3, BLOC-1, BLOC-2 vy
BLOC-3. (BLOC por Biogenesis of Lysosome-related Organelles Complex), ademas de
otros componentes de la maquinaria del trafico vesicular (Bonifacino, 2004). Esta
enfermedad se caracteriza por albinismo oculocutdneo y hemorragia, a causa de
melanosomas anormales y la aparente ausencia de granulos densos de las plaquetas,
respectivamente. Los pacientes sufren de hematomas facilmente y con el tiempo

desarrollan fibrosis pulmonar y colitis inflamatoria, probablemente debido a una
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acumulacién de material no degradado en los lisosomas (lipofuscinosis ceroide) de las
células reticulo-endoteliales. Algunos pacientes afectados también exhiben
anormalidades en el sistema inmune tales como neutropenia (pérdida de neutrofilos) y
pérdida de linfocitos citotdxicos T (Spritz, 1999; Huizing et al., 2000; Huizing et al 2002;
Li et al., 2004; Starcevic et al., 2002; Stinchcombe et al., 2004)

El sindrome de Chediak-Higashi esta caracterizado por una hipopigmentacion
variable de la piel, cabellos y ojos, asimismo por hemorragia, disfuncién neurolégica
progresiva y severas deficiencias inmunoldgicas. La deficiencia inmunologica es
observada en el 90% de los casos y esta asociada con neutropenia y defectos de la
funcién de las células “natural killer”, que prosigue a una fase linfoproliferativa acelerada
que es frecuentemente fatal. EI 10% restante de los casos tiene poca o ninguna
infeccion, pero lentamente desarrollan serios sintomas neuroldgicos tales como
deficiencia mental. A nivel celular presenta lisosomas grandes, melanosomas,
compartimientos del MIICs, granulos liticos y granulos azurdéfilicos. Los granulos densos
plaguetarios, son pocos o ausentes (Marks y Seabra, 2001).

El sindrome de Griscelli (SG), y el sindrome de albinismo parcial y de
inmunodeficiencia (SAPID) son enfermedades melanolisosomales neuroectodermales.
Ambos tipos de pacientes desarrollan hipopigmentacion de la piel y cabello color
grisaceo, posiblemente debido al dafio en la transferencia de melanosomas de
melanocitos a queratinocitos. Por otro lado, ninguna de estas enfermedades estan
asociadas a una deficiencia en los granulos densos plaquetarios. SG y SAPID también
exhiben inmunodeficiencia celular. En SG, la inmunodeficiencia es resultado, al menos
en parte, de una disfuncién de los lisosomas de secrecion (e.g., granulos liticos) que
puedan permitir una fase similar de linfoproliferacion acelerada, similar a la observada

en el sindrome de Chediak-Higashi. Los pacientes con sindrome de SAPID también
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presentan una disfuncion progresiva del sistema nervioso central (Dell’Angellica et al.,

2000).

1.5 El pez cebra como modelo de estudio de biologia del

desarrollo.

1.5.1 El pez cebra como modelo de estudio de biologia del desarrollo y del

sistema visual.

El pez cebra es de facil cuidado y mantenimiento en un acuario. Su desarrollo
embrionario es rapido, y las larvas eclosionan a los 2 dias post-fertilizacion (dpf). Su
fertilizacién es externa y los embriones son translicidos, lo que permite observar el
desarrollo embrionario in vivo (Figura 3). A los 5 dpf las larvas comienzan a alimentarse
de pequenos protozoarios y a escapar de los depredadores, de esta manera existe una
fuerte presion evolutiva a desarrollar rapidamente el sistema sensorial y visual
(Neuhauss, 2003). La edad adulta la alcanzan a los 3 meses y las hembras producen de
100 a 200 embriones en una semana, lo que facilita los analisis genéticos. Por estas
razones el Dr. George Streisinger, desarroll6 varias metodologias de estudio de las
mutantes del pez cebra, con el objetivo de elucidar los mecanismos del desarrollo
embrionario y del sistema nervioso. Los métodos estdn dirigidos a descubrir
rapidamente mutaciones recesivas de la linea germinal y analizar las mutantes a nivel
celular y genético (Grunwald y Eisen, 2002).

Debido a que la retina y el lente muestran una morfologia similar a la de otros
vertebrados incluyendo a la de los humanos, se ha estudiado el desarrollo ocular, la

funcion del sistema visual y las enfermedades del sistema visual en el pez cebra. Asi la
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retina externa a los 5 dpf, estd compuesta de un patrén preciso de fotorreceptores:
cuatro tipos de conos (conos individuales, largos y cortos, y conos dobles largos y
cortos) intercalados entre los bastones. La retina del pez cebra tiene diferentes
pigmentos visuales incluyendo un pigmento sensible a UV, siendo capaz de tener una
visién tetracromatica. La retina es capaz de responder al medio, con comportamientos
dependientes de la visién. El primer comportamiento visual es una respuesta de
atencion visual. Las larvas responden a una rapida disminucién de la iluminacién con un
rapido movimiento del cuerpo, supuestamente como un comportamiento adaptativo para
escapar de un predador. Este comportamiento de respuesta comienza a los 68 hpf,
justo en el tiempo cuando los segmentos externos de los fotorreceptores y el borde
sinaptico se han formado en la retina (Neushasus, 2003). La maduracién del sistema
visual a los 5 dpf, da la posibilidad de realizar una serie de pruebas, como la respuesta
optocinética, respuesta optomotora y el registro de electroretinogramas, con el fin de

detectar cualquier anomalia del sistema visual.

tubo neural notocorda somitas

cerebro
posterior
cerebro
medio ™ i
cerebro
anterior —

ojo

Periddo de faringula 29h
4h escudo 6h

neurocéle miosepto horizontal aleta

e

corazon aleta pectoral

glandula de eclosion
80% epibolia 8 13h 1 somita 101/3h 19 somitas 18 112 h Periodo de eclosion 48 h
Figura 3. Estadios de desarrollo embrionario

ci:lio miosepto horizontal

y larvario del pez cebra. Estadios oo
embrionarios durante a las 24, 39 y 48 hpf del
desarrollo. Los embriones eclosionan a las 48

hpf para convertirse en larvas. Estructuras i, \

sefialadas en el estadio de faringula, de ™eue /"% L . e

eclosion y larvas de 5 dpf. (Esquema ,qa 5d
modificado de Haffter et al., 1996).

19



1.5.2 Mutagénesis a gran escala en el pez cebra.

Las mutagénesis a gran escala en el pez cebra comenzaron en el Instituto Max
Planck en Tibingen, Alemania y en el Hospital General de Massachussets; dirigidas por
Nusslein-Volhard y Wolfgang Driever, respectivamente. Entre TUbingen y Boston, se
cuenta con ~ 4,000 fenotipos descubiertos de mutantes embrionarias letales, tanto por
mutagénesis quimica, como por mutagénesis insercional de retrovirus (Grunwald y
Eisen, 2002).

En la mutagénesis quimica, se utilizé N-etil-N-nitrosourea (ENU), que actua en
espermatogonias en pre-meiosis, produciendo mutaciones puntuales o pequefias
lesiones intragénicas. Sin embargo, la clonacion de los genes mutados requiere de
procedimientos laboriosos de clonacién posicional y si es posible de un gen candidato
(Haffter et al., 1996). Por otro parte, se utilizé un mutageno por insercién retrotroviral. El
elemento insercional es el retrovirus de la leucemia murina de Moloney modificado
(“pseudotyped retroviruses”) que infecta a embriones en etapas tempranas del pez
cebra. Al retrovirus se le sustituye una glicoproteina virica de estomatitis vesicular (VSV-
G: vesicular stomatitis virus-glycoprotein) de la cubierta. VSV-G une a un fosfolipido
comun de membrana, que explica el gran rango de hospederos infectados. El retrovirus
funciona como marcaje molecular en el sitio de la mutacion y proporciona una ventaja
para clonar el gen mutado, ademas cuando se inserta, introduce un exén viral y
convierte el exén enddgeno contiguo en un intrén. La insercién retroviral se integra al
genoma de manera azarosa Yy sin causar grandes aberraciones cromosomicas que
podrian complicar la identificacion del gen mutado. Estudios en las células HelLa y en
las cepas mutantes retrovirales del pez cebra, sugieren que existe un mecanismo de

insercion del retrovirus, debido a que las inserciones se localizan principalmente en la
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region del inicio de la transcripcion (Amsterdam, 2003; Chen et al., 2002; Gaiano et al.,

1996; Wu et al. 2003).

En el laboratorio de la Dra. Nancy Hopkins (MIT) se realizé una mutagénesis por
insercion retroviral a gran escala. Se han identificado 315 genes a partir de 525
mutantes, que representan 22% de los genes esenciales en el desarrollo embrionario y
desarrollo temprano de la larva (Amsterdam et al.,, 2004). Los genes esenciales
embrionarios del pez cebra se conservan en otras especies. De los 315 genes
identificados, 72% de los genes esenciales embrionarios del pez cebra, tienen
homdélogos en levadura, 93% tiene homologos en invertebrados (D. melanogastery C.
elegans), y 99% tienen homdlogos en el humano (Amsterdam et al., 2004). Es por ello
que el estudio de las mutantes ayudara a elucidar las rutas genéticas interconectadas,

que tienen un papel especial en las enfermedades humanas (Grunwald y Eisen, 2002).
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2. HIPOTESIS

hi2499A

El fenotipo de hipopigmentacion de las larvas mutantes vps (vps18 interrumpido)
del pez cebra, se debe a defectos en la biogénesis de los melanosomas, ya que Vps18

forma parte del complejo HOPS, el cual participa en el trafico vesicular.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.

Caracterizar el fenotipo de hipopigmentacion de la mutante vps™?*9%* del

pez cebra (Danio rerio) con el fin de estudiar la biogénesis de los

melanosomas.

3.2 Objetivos particulares.

Genotipificar la cepa 2499A de pez cebra, la cual es portadora del alelo
mutante hi2499A.

Obtener la secuencia gendmica y del cDNA del gen vps18, las cuales se
utilizaran para posteriores estudios de regulacion génica.

Realizar un analisis filogenético del la proteina Vps18 con el fin de

determinar funciones conservadas a través de la evolucion.

hi2499A

Analizar la expresion del gen vps18 en la mutante vps , utilizando la

técnica de RT-PCR.

Describir morfolégicamente el fenotipo de hipopigmentacién de la

hi2499A

mutante vps en el epitelio pigmentario de la retina.

hi2499A

Determinar la capacidad visual de la mutante vps a través del

ensayo optocinético.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Mantenimiento de las cepas del pez cebra. En la especie D. rerio, la hembra se
identifica por su vientre prominente, y su parte dorsal color verde esmeralda, mientras
que el macho se identifica por su color rojizo. Para obtener una cruza se procura que los
peces sean del mismo tamafo. La pecera en la cual los peces se reproducen, debe
tener un sistema de rejilla que evite que los peces se coman los embriones. La
reproduccién esta ligada al ciclo circadiano, por lo que el estimulo de la luz propicia el
cortejo para que liberen tanto los ovocitos como los espermatozoides y ocurra la
fecundacion externa.

Antes de colectar los embriones, se regresan los peces a sus tanques de origen, a
menos que se siga utilizando la misma pareja para posteriores analisis genéticos. Para
recolectar los embriones, se hace pasar el agua del tanque a través de una coladera,
que retenga los embriones. Se voltea la coladera, depositando los embriones sobre una
caja de Petri, que contiene agua de acuario y azul de metileno (concentracién 1:500)
para suprimir el crecimiento de hongos (Haffter et al., 1996). Se observan los embriones
al microscopio estereoscoépico, y se desechan los ovocitos no fertilizados, los cuales se
diferencian morfolégicamente. Los embriones se incuban a 28.5°C (Kimmel et al.,
1995) en cajas de Petri con 60 embriones maximo. Para mantener limpia la caja de
Petri, es necesario cambiar el agua de acuario el primer y tercer dia del desarrollo de
las larvas.

Una hembra puede aparearse una vez por semana con una produccion de 200
ovocitos, sin embargo tal condicién so6lo puede mantenerse por 4.5 meses. Los peces

alcanzan la madurez reproductiva de entre 8 a 10 semanas.
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Las cepas utilizadas, son las siguientes:

2499A Presenta el alelo hi2499A
14-Por Silvestre
NOP Silvestre

4.2 Genotipificacion por PCR a partir de DNA proveniente de biopsias de la aleta
caudal del pez cebra adulto. (Protocolo modificado de Gaiano et al., 1996) Se prepara
el amortiguador de lisis, (KCI 50 mM, NaCl 200 mM, Tris-HCI pH 8.0 10 mM, gelatina al
0.01%, Nonidet P-40 0.45%, Tween-20 0.45%, EDTA 5 mM con proteinasa K a 0.2
mg/ml). La proteinasa K se almacena a 20 mg/ml en un amortiguador conteniendo 20
mM Tris-HCI pH 8.0, 1mM de CaCl,, 50% de glicerol.

Los peces adultos se anestesian con tricaina [0.05%] disuelta en 1L de agua de
acuario. Generalmente el tiempo de anestesia toma entre 10 y 60 segundos
dependiendo del tamafo del pez. Con una cuchara con hoyos, se saca al pez y se
coloca sobre una superficie humeda cubierta con un parafilm. Con un bisturi se cortan
dos terceras partes de la aleta caudal y se aisla al pez en una recipiente con un
volumen minimo de 500 ml de agua de acuario, hasta que se obtenga el resultado de la
PCR (reaccidon en cadena de la polimerasa). La biopsia se coloca en 60 pl del
amortiguador de lisis y se incuba a 55°C (ThermoStat Plus) durante 4hrs a toda la
noche. Se inactiva la reaccion de lisis, incubandola a 65°C por 15 minutos y
posteriormente se incuba en hielo por 2 minutos y se agita en el vortex al maximo (hasta
observar una mezcla homogénea). Se centrifuga por 1 minuto a 3,000 rpm y se

almacenan las muestras a 4°C.
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Para la reaccion de la PCR se sigue el protocolo del laboratorio, agregandose 1 pl
de la muestra de DNA a 24 pl del volumen de reacciéon de la PCR. Se amplifica con los

oligonucledtidos: EM11, EM67, Wnt5 forward, Wnt5 reverse y Nu3 (Figura 5).

4.3 Reaccion de la PCR (Modificado de Sambrook, 2001). Los volumenes de reaccion
pueden ser de 25, 50 o 100 ul. Se utiliza una mezcla de reacciéon que contenga el
amortiguador de la PCR (1X), MgCl, (2 mM), dNTPs (0.2 mM), oligonucleétidos (1 uM) y
Taq polimerasa a 0.04 — 1 U/ul. ElI programa de PCR inicia con un ciclo de
desnaturalizacién de 1min. a 94°C, y continua con 32 ciclos de desnaturalizacion (94°C
x 30 seg.) alineamiento (60°C x 1min.) y de extensién (72°C x 1min.). Finaliza con 10
min., a 72°C de extension y la muestra permanece a 25°C.

Para amplificar los intrones de vps18, se modificé el programa de PCR, con 2
minutos de desnaturalizaciéon a 94°C, con 35 ciclos de 94°C x 15 seg., 60°C x 30 seg., y
72°C x 2 minutos.

Para amplificar el gen vps18 y el alelo hi2499A por RT-PCR se usé 1.5 mM de
MgCl, y un programa de PCR de 2 min. de desnaturalizacion a 94°C, con 35 ciclos de
94°C x 18 seg., 60°C x 30 seg. y 68°C x 1:30 min., con una extension final de 10 min., a

72°C.

4.4 Geles de agarosa. El bromuro de etidio (SIGMA E-4391) se utilizé a 5 mg/ml. Cada

tableta de BrEt contiene 10mg.

4.5 Amortiguador de carga para geles de agarosa(Sambrook, 2001). Se mezclo el
amortiguador de corrida a 6X, 0.25 % azul de bromofenol, 0.25 % cianol xileno FF y

30% glicerol en H,O y se almacend a 4°C.
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4.6 Transformacion de células competentes DH5a de Escherichia coli. Las células
competentes DH5a se descongelan inmersas en hielo y se resuspenden suavemente.
Se le agrega de 2 ul a 10 ul del plasmido pER405 (ORF de vps18) y se incuban en
hielo de 5 a 30 minutos. Se les da un choque de calor a 42°C por 2 min. Se incuban en
hielo 1 minuto y se recuperan agregandoles 1 ml de medio LB. Se incuban en agitaciéon
por 1hr., a 37°C, a 200 rpm. Se cosechan las bacterias por centrifugacién y la pastilla se
resuspende en 10 y 50 ul para sembrar en cajas con agar y con antibiético (carbencilina
o ampicilina [50 mg/ml]). Se incluye un control positivo (4 ng de un plasmido super-
enrrollado) y un control negativo (sin DNA).

De las colonias crecidas, se cuentan para determinar la eficiencia de la
transformacion. Se eligen algunas colonias y se transfieren cada una a un cultivo de 3
ml de LB con carbencilina (50 mg/ml). Se incuban en agitacion durante toda la noche a
37°C con agitacion. Se hace una extraccion del DNA plasmidico y posteriormente se
realiza una reaccion de restriccion del plasmido recombinante para identificar las

colonias portadoras.

4.7 Almacenamiento de bacterias portadoras del plasmido recombinante. En
condiciones de esterilidad (mechero encendido y mesa limpia con etanol 70%), se toma
una colonia de bacterias y se siembra con una asa bacterioldgica para colonia aislada
en una caja de Petri con agar y carbencilina [50 mg/ml]. Se incuba a 37°C durante toda
la noche.

Cuidadosamente se toma una sola colonia y se incuba en agitacion (250 rpm)
durante toda la noche a 37°C, en un cultivo de 3 ml de medio LB con carbencilina [50
mg/ml]. Las bacterias se cosechan en un tubo eppendorf de 1.5 ml y se les agrega

medio LB y glicerol estéril a una concentracion final de 15%.
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El medio LB (Sambrook, 2001) se prepara con 10 g de triptona, 5 g de extracto de
levadura, 10 g de NaCl, se afora a 1L con dH,O y se ajusta el pH 7.0 con 5N NaOH

(=0.2 ml). Se esteriliza en la autoclave en un ciclo para liquidos.

4.8 Secuenciacion del DNA. Los fragmentos de DNA se secuenciaron en la Unidad de
Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. La concentracién de
las muestras de plasmido es de 300 — 400 ng / ul, mientras que de los productos de la
PCR, se requiere 10 pg por cada 100 pares de bases, ambos en un volumen de 15 pl.
La concentracion requerida de los oligonucledtidos es de 20 pmolas/ul, en el
amortiguador TE pH 8.0 o dH,O MilliQ, en un volumen de 20 pl.

El plasmido se cuantifica en un espectofotometro y se miden las absorbencias. La
relacion entre las absorbencias 260/280 nm detecta la presencia de proteinas, una
muestra pura arroja una relacion de 1.5 a 1.9 y por otro lado, la relacion de
absorbencias 230/260 nm que detecta la cantidad de sales debe estar entre 0.3 a 0.6;

por lo que no se recomienda concentrar la muestra con calor o evaporacion.

4.9 Clonacion de productos de PCR utilizando el sistema TOPO TA Cloning
(Invitrogen). ElI fragmento de DNA a clonar, se amplifica por PCR y se purifica
siguiendo el protocolo de purificacion de bandas de un gel de agarosa (Seccién 4.10).
Para clonar el producto de PCR purificado, se requiere de 10 a 15 ng.

Reaccion de clonacion:

Producto de PCR 2-44l
Solucién de Sal 1l
Vector TOPO 1l
dH,O estéril (disponible en el Sistema) 6 ul c.b.p.
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Se incuba la reaccion de clonacion a temperatura ambiente por 5 minutos y se
transforma en la cepa de bacterias TOP10 que provee el sistema comercial. La
transformacion (ver seccion 4.7) se lleva a cabo con las siguientes modificaciones: a las
células TOP10 se les agrega 2 ul de la reaccion de clonacion y se recuperan en 250 pl
de medio S.O.C.

El medio S.O0.C. (Sambrook, 2001) se prepara con 20 g de triptona, 5 g de
extracto de levadura, 0.5 g de NaCl, y se le agrega 20 ml de glucosa 1M precalentada a
60°C. La glucosa se prepara con 18 g de glucosa y se afora a 100 ml con dH,O

esterilizandola por filtrado. Finalmente el medio S.O.C se afora a 1L con dH,0.

4.10 Purificacion de bandas de un gel de agarosa (QIAquick no. Cat. 28104). El
fragmento de DNA a purificar se carga en un gel de agarosa. Sobre el trans-iluminador
encendido (UV Transilluminator Modelo TM-10E) se coloca un vidrio, sobre el cual se
pone el gel de agarosa. Con un bisturi se corta solo la banda del fragmento de DNA y
se coloca en un tubo Falcon de 15 ml. La muestra de agarosa se pesa en la balanza
(Adventurer-AHAUS).

Se agregan 3 volumenes del amortiguador QC a 1 volumen de agarosa (100 mg ~
100 pl) y se incuba a 55°C, agitando en el vortex cada 2 o 3 minutos, hasta que se
disuelva la agarosa. La muestra se mezcla con un volumen-gel-agarosa de isopropanol
(2-propanol, 99%, No. 19516-500 ML SIGMA) y se coloca en una columna de
centrifugado de QIAquick, de capacidad de 700 pl. La columna contiene una membrana
que une el DNA, por lo que se centrifuga por 1 minuto a 13,000 rpm ~17,900 x g
(MiniSpin Eppendorf AG 22331) y se descarta el liquido que haya pasado a través de la

columna.
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A la columna se le agregan 0.5 ml del amortiguador QG y se centrifuga 1 minuto a
13,000 rpm. Se lava la columna agregando 0.75 ml del amortiguador PE y se centrifuga
por 1 minuto a 13,000 rpm. Se deja reposar la columna por 2-5 min., y se le agrega el
amortiguador PE. Se centrifuga por 1 minuto a 13,000 rpm, sin embargo para no dejar
residuos de etanol proveniente del amortiguador PE se centrifuga nuevamente la
columna por 1 minuto a 13,000 rpm.

Para eluir el DNA, se colocar la columna en un tubo sin tapa de microcentrifuga de
1.5 ml, y se le agrega al centro de la membrana, 30-50 ul del amortiguador EB (10 mM

Tris-Cl, pH 8.5) o dH,0. Finalmente se centrifuga por 1 minuto a 13,000 rpm.

4.11 Extraccion del RNA total de embriones y larvas del pez cebra. (Modificado de
Invitrogen: TRIzol cat. 15596-026) En un tubo de 1,5 ml se coloca un minimo de 10 y un
maximo de 100 embriones o larvas, se extrae el exceso de agua de acuario y se les
agrega 0.5-0.8 ml de TRIzol a temperatura ambiente. Con un pistilo de plastico estéril y
libre de RNAasas (VWR Cat. KT749521-1590) se homogeniza la muestra.

A la muestra se le agregan 0.2 ml de cloroformo y se agita enérgicamente en el
vortex por 20 segundos. La muestra se incuba a temperatura ambiente durante 3
minutos.

Se centrifuga a 4°C por 15 min. a 12,000 x g, donde se forman 3 fases: la fase
roja inferior de fenol-coroformo, una interfase y una fase superior acuosa que contiene
la muestra, la cual se recolecta en un tubo limpio y se precipita el DNA/RNA al agregar
0.5 ml de alcohol isopropilico (Isopropanol) y se mezcla por inversion incubando a
temperatura ambiente por 10 minutos. Se centrifuga a 4°C por 10 min., a 12,000 x g. El
precipitado es blanco y se retira el sobrenadante con una pipeta. Se lava la muestra
agregando 1 ml de etanol al 75% preparado con dH,O-DEPC (dietilpirocarbonato), y se

centrifuga a 4°C por 5 min. a 7,500 x g. Se retira el sobrenadante. Con el tubo abierto y
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a temperatura ambiente se seca el precipitado por 5 minutos o hasta que se evapore el
etanol.

El precipitado blanco se resuspende en un volumen de 60 pul de la siguiente
reaccion de eliminaciéon del DNA gendmico. En 34 ul de dH,O-DEPC, 6 ul del
amortiguador de transcripcion in vitro 10X (Roche cat. 1465384), se precalienta a 37°C
por 5 minutos y se le agregan 20 ul de DNAasa libre de RNAasas (Roche cat; 0776785).
La reaccion se incuba a 37°C por 1 hr. Después se agregan 140 ul de dH,O-DEPC y
200 pl de fenol-clororomo-alcohol isoamilico. Se vortexea enérgicamente por 20
segundos incubando a temperatura ambiente por 3 minutos. Se centrifuga a 4°C por 15
min., a 12,000 x g y se forman las tres fases. Se transfiere la fase acuosa a otro tubo
limpio. Se precipita el RNA total, agregando 0.5 ml de alcohol isopropilico y se mezcla
por inversion incubando a temperatura ambiente por 10 minutos. Se centrifuga a 4°C
por 10 min., a 12,000 x g. Se obtiene un precipitado blanco y se retira el sobrenadante.
Se lava el precipitado dos veces, agregar 1 ml de etanol 75% preparado con dH,O-
DEPC y se centrifuga a 4°C por 5 min., a 7,500 x g, para después retirar el
sobrenadante. Se repite el lavado con etanol. Con el tubo abierto y a temperatura
ambiente dejar secar los restos de etanol por 5 minutos. Finalmente se resuspende en
dH,O-DEPC con la siguiente relacién: 1 ul por cada 5 embriones o larvas. Las muestras
se almacenan a —70°C.

Para determinar la concentracion y la pureza del RNA total, se incuba la muestra
por 10 minutos a 65°C e inmediatamente se coloca en hielo por un minimo de 2 min,
antes de cuantificarse en el espectofotometro. Se diluyen 5 ul de muestra del RNA total
en 1 ml de dH,O-DEPC en una celda de cuarzo de 1 ml y se mide la absorbencia a 260
y 280 nm. La concentracion se calcula con la siguiente formula: Abs 260 X 40 X factor

de diluciéon = concentracion [ug/ml]. El rendimiento total se calcula con: [ X pg/ml] por el
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volumen total de la muestra. La relacion de 260/280 nm de una muestra pura deber se
de 1.8-2.0.

Para observar el RNA, se corre en un gel de agarosa a 0.8-1.0%. Se toman 1.5 pnl
de la muestra y se le agregan 1.5 ul del amortiguador de carga. Antes de cargarla en el

gel se precalienta a 68°C por 10 minutos.

4.12 Sintesis del cDNA. Se emplean de 0.05 a 5 ug de RNA. Se prepara la mezcla
RNA/oligonucleétidos en tubos de 1.5 ml. Se etiquetan dos tubos: +RT y —RT, uno es el
experimento y el otro es el control negativo que detectara contaminaciones de DNA. A

cada uno de ellos, se les agrega 10 ul de la mezcla de reaccion.

Mezcla de reaccion de 20 pl.

RNA 2-44
10 mM dNTPs 24
Oligo dT (0.5 ug/ul) 2l
dH,O-DEPC 6 pl

Se incuban a 65°C por 5 min., y se colocan en hielo por 1 min. Se agregan 9 pl de

la siguiente mezcla a c/u de los tubos.

Mezcla de reaccion de 18 pl.

10X Amortiguador RT 4 ul
25 mM MgCl, 8 ul
0.1M DTT 4l
RNAasa (40 U/ul) 2l
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Se incuban a 42°C por 2 min., y solo al tubo etiquetado con +RT se le agrega 1pl
de la enzima retrotranscriptasa SUPERSCRIPT Il RT (50 U), mientras que al tubo — RT
se le agrega 1 ul de H,O-DEPC. Se mezcla y se incuba a 42°C por 50 min. Para
inactivar la enzima se incuba la reaccion a 70°C por 15 min. Posteriormente se incuba a
4°C por 5 min., y se le agrega a cada tubo 1 ul de RNAasa H de E. coli (2 U / ul). Se

incuba a 37°C por 20 min., y las muestras se almacenan a — 20°C.

4.13 Fijaciéon de larvas para histologia y microscopia electronica. Los cortes
histologicos se fijan con PFA-Glut (Paraformaldehido-glutaraldehido), mientras que los
cortes para microscopia electronica, a parte del fijador PFA-Glut, se utiliza un segundo
fijador, 1-TO (1% de tetradxido de osmio). EI PFA-Glut consiste en 1% PFA, 2.5%
glutaraldehido, 60 mM amortiguador de fosfatos de sodio pH 7.4, 3% sacarosa. Y el 1-
TO se prepara a 1% tetroxido de osmio en 60 mM del amortiguador de fosfatos de sodio
pH 7.4. De ambas sustancias se hacen alicuotas de aproximadamente 8 ml y se
almacenan a —20°C.

El amortiguador de fosfato de sodio a pH 7.4 (Sambrook, 2001) se prepara con
77.4 ml de 1 M de Na,HPO, y 22.6 ml de 1M NaH,PO,. La solucién infiltrante se prepara
al momento de usarla, y contiene 50 ml de Historesina basica de Leica (Leica
Microsystems) con el activador (Leica Microsystems). Se mezcla lentamente con un
agitador magnético tratando de no producir burbujas y se almacenan a 4°C protegidas
de la luz con papel aluminio.

Las larvas se fijan en tubos eppendorff que contienen de 15 a 50 larvas de la cepa
2499A de 3-5 dpf (dias post-fertilizacion). A todas las larvas se les agrega PFA-Glut por
3 horas en agitacién a 4°C. Unicamente a las muestras para microscopia electronica se

les agrega 1-TO por 3 horas en agitacion a 4°C.
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Todas las muestras se incuban en 60 mM del amortiguador de fosfatos frio por 25
min., en agitacién a 4°C. Se deshidratan con concentraciones crecientes de etanol al
25%, 50%, 80%, 90%, 95%; de 2 horas cada una en agitacion a 4°C. Se cambia por
una mezcla 1:1 de etanol 95%: solucién infiltrante durante toda la noche en agitacion a
4°C. Finalmente se les agrega solamente solucion infiltrante y permanecen en agitacion
a 4°C durante toda la noche. Las muestras fijadas se almacen a 4°C.

Las larvas fijadas para microscopia electronica se procesaron posteriormente en

la Unidad de Microscopia electronica del Instituto de Fisiologia, UNAM.

4.14 Preparacion de moldes para cortes histolégicos y observaciones al
microscopio éptico La solucion de los moldes se prepara al momento de usarla ya que
comienza a polimerizarse aproximadamente a los 10 minutos. La solucién se prepara
con 1.3 ml de solucion infiltrante y 86 ul del catalizador (Leica). Se mezcla por inversion
para no producir burbujas y se vierte lentamente en el recipiente del molde. El
catalizador es toxico por lo que deben usarse guantes y tapabocas.

Para obtener cortes histoldgicos en posicion horizontal, las larvas de 5 dpf se
embeben con una pipeta Pasteur en la solucién anterior y con unas pinzas se acomoda
la larva, de manera que la region ventral esté en contacto con el fondo del recipiente del
molde. Los moldes se dejan polimerizar toda la noche.

En el microtomo (Leica RM2145) que utiliza navajas de tunsgteno desechables
(Jung 2003-12 Carbide TC-65), se hicieron cortes histolégicos de un grosor de 2 um.
Con unas pinzas Dumont (No. 5), el corte histolégico se acomoddé sobre una gota de
agua en el portaobjetos. Para que el corte se adhiriera al portaobjetos, se pasé por la

flama de un mechero hasta que se seco el agua.
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Para tefir las muestras se sumergen los portaobjetos, primeramente en azul de
metileno a 65°C por 5 min., y se enjuagan en dH,O dos veces para quitar el exceso de
colorante. Posteriormente se tifien con fuccina basica a temperatura ambiente por 7
segundos y se enjuagan dos veces en dH,0.

El azul de metileno se prepara con 0,65 g Azul de Metileno (SIGMA M-9140, 0,1 g
Azure Il (SIGMA A2507-25G), 50 ml glicerol, 50 ml metanol, 15 ml PBS 10X, c.b.p. 500
ml dH,O MilliQ. La fuccina basica a una concentracion 20X, se prepara con 0,25 g de
fuccina basica, (SIGMA-ALDRICH B0904) 12,5 ml etanol reactivo, en un volumen de 25
ml dH,O MilliQ.

Los cortes histologicos se observan en el microscopio éptico, posterior a realizar
la iluminacion Keller. Para ello se enfoca primero en el objetivo de 10X, se cierra el
diafragma y se ajusta el condensador, subiéndolo o bajandolo, hasta enfocar el
hexagono del diafragma. Se enfoca la muestra y se abre el diafragma hasta el limite de
la ventana de vision del objetivo. Se hace el mismo ajuste para todos los objetivos (20X,
40X y 60X). Se toman fotografias con la camara Zeiss, colocada en el microscopio
Optico y se almacenan los datos en un programa de computadora. Antes de tomar las

fotografias, se ajusta el blanco de la camara con la luz del microscopio.

4.15 Ensayo optocinético. Las condiciones del ensayo optocinético descritas por
Brockerhoff et al., (1995), han sido modificadas de la siguiente manera: el estimulo
visual consiste en una un patrén de franjas blancas y negras intercaladas, cada franja
tiene un grosor de 18 grados. La banda de franjas gira a 6 rpm. Un aparato que hace
girar la banda en una sola direccion se construyé en el Instituto de Fisiologia Celular de
la UNAM. Dicho aparato se colocé en un microscopio Leica S6E, que estaba conectado

a una camara digital para grabar el ensayo optocinético de cada larva, asimismo se
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requirié de una fuente de luz externa, proveniente de una lampara y guia de fibra 6ptica
(luz fria).

Las muestras de las larvas vivas para el ensayo optocinético, se prepararon de
acuerdo al protocolo modificado de Beck et al., (2004). En un portaobjetos se le pegd
una estampilla de plastico con un hoyo circular al centro (CoverWell PCI-A-0.5) para
crear una depresion, creando un molde (Figura 4). En el centro del molde, se coloca la
larva viva de 5 dpf y se extrae el exceso del agua con una pipeta Pasteur. Con una
pipeta de transferencia se le agrega agarosa de bajo punto de fusion (Agarose, Type
VII-A: Low Gelling Temperature SIGMA A0701) precalentada a 37°C, de tal manera que
cubra a la larva y se deja polimerizar sobre un vidrio frio por 5 minutos.

Se corta con un bisturi un rectangulo de agarosa que contiene a la larva viva y
se transfiere a una caja de Petri con resina de sylgard polimerizado (Dow corning),

cubierta con agua de acuario. El rectangulo de agarosa se fija con tres alfileres, dos a

Montaje de los peces: Ambientacién

Respuesta optocinética
%
Agarosa _ i) N _—
.

O — — (=
Se fijan en placas e
de sylgard 3

Microscopio
astereoscopico

Ensayo
optocinético

Figura 4. Montaje de los peces: Ensayo optocinético. Las larvas vivas se colocan en un portaobjetos
que tiene una depresion a modo de recipiente y se embeben en agarosa de bajo punto de fusién (fundida a
37°C) dejando polimerizar por 5 min. Se corta el molde con la larva y se inserta en una placa de resina de
sylgard en una caja de Petri con agua de acuario. Se inserta el molde con micro-alfileres, y se corta la
agarosa cuidadosamente para liberar la cabeza y no lastimar a la larva viva. La placa de sylgar se monta en
el microscopio estereoscopico dentro del barril con el patréon de las bandas negras y blancas. La larva se
ambienta a la luz por 3 minutos para comenzar el ensayo optocinético que dura 2 minutos y se registra por
una camara de video (* Esquema tomado de Neuhauss, 2003).
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los lados de la larva y uno sobre la aleta caudal. Se hacen 3 cortes en la agarosa
alrededor de la cabeza para liberarla, de modo tal, que el resto de la larva permanezca
inmovil durante el ensayo optocinético.

La respuesta optocinética se caracteriza por un lento movimiento de
seguimiento al estimulo visual, seguida de un rapido movimiento sacadico en la
direccién opuesta, que coloca los ojos de la larva en la posicion inicial. Antes de realizar
el ensayo optocinético se dejan ambientar a las larvas a la luz del microscopio durante 3
minutos. La respuesta de cada larva se grabd durante 2 minutos y se cuantificod el
numero de sacades por minuto.

Las larvas utilizadas provienen de la cepa 2499A y de la cepa silvestre (14-Por).
Para obtener larvas sin pigmentacion, la cepa 14-Por se traté con PTU (1-phenyl 2-
thiourea) con una concentracién de 0.2 mM en agua de acuario (Karlsson et al., 2001).
El PTU degrada la tirosina (evita la conversion de tirosina a melanina) después de su
maduracioén en el Golgi (Hall y Orlow, 2005). EI PTU es efectivo cuando se aplica antes
del comienzo de la pigmentacion en el estadio “prim 5” a las 24 hpf (horas post-

fertilizacién) (Kimmel et al., 1995).

4.16 Observaciones al microscopio estereoscoépico. Para realizar las fotografias de
las larvas vivas de 2 a 5 dpf, se decorionan las larvas con dos pinzas Dumont (No. 5).
Con una pinza se sostiene el corion, mientras que con la otra se le rompe y enseguida
se libera a la larva. La larva se traslada con una pipeta Pasteur en una portaobjeto
escavado que contiene una gota de metilcelulosa 3% (Sigma M-0387). Las larvas
mayores de 1 dpf se anestesian con 10 pl tricaina 0.04%(tricaina etil-m-aminobenzoato
metanosulfonato, SIGMA A-5040) disuelta en la metilcelulosa. Se acomoda a la larva en
posicion dorsal o lateral con una pinza Dumont y se toma la fotografia con la camara

digital (Sony DSC-F707) en el microscopio estereoscépico Nikon (Nikon SMZ645) o
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Zeiss (Zeiss/Stemi SV 11). Finalmente las larvas se sacrifican y se desechan en los

residuos bioldgicos del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

4.17 Analisis filogenético. La reconstruccion filogénetica se hizo con el programa
MacVector (Versién 7.2.2) utilizando el algoritmo “Neighbor joining”', y la correccién
Poisson?, y la topologia del arbol se presenté en un filograma. Dicha topologia se
corroboré con bootstrap® (1000 repeticiones). Los alineamientos se hicieron con el

programa Clustal W.

"El algoritmo Neighbor joining, no asume una tasa de evolucién constante.

2 La correccion Poissson asume que el nimero de sustituciones que ocurren en cada sitio, se comporta
como una distribucién Poisson.

3 Bootstrap, es un método estadistico que toma un subconjunto de la muestra y crea un arbol por Neighbor
joining, este método se repite al menos 1000 veces, y el resultado es compilado en un estimado que
muestra la sustentabilidad de un agrupamiento particular.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Analisis del gen vps18 de D. rerio.

5.1.1 Genotipificacion de la cepa 2499A portadora del alelo vps"?#94,

Con la finalidad de identificar peces portadores de la insercidén retroviral, que
causa la mutacién en el gen vps18, se llevé a cabo la genotipificacién de 55 peces
adultos heterocigotos (75% de la poblacion inicial) descendientes de una pareja
portadora de la cepa 2499A, la cual es portadora del alelo hi2499A. Para ello se
anestesiaron los peces, obteniendo DNA gendémico a partir de la aleta caudal (Figura
5A). Esta muestra se utiliz6 como molde para la PCR, la cual se llevé a cabo con tres
oligonucleétidos: EM11 y EM57 estan en el exén 4 y flanquean la insercién retroviral,
mientras que Nu3 se ubica en la insercién retroviral. La combinacion de los
oligonucleétidos EM11 con EM57, y Nu3 con EM57, amplifican dos productos de PCR
de 266pb y 186pb respectivamente (Figura 5B). El producto de 186 pb se observa
Unicamente en los peces portadores del alelo hi2499A. Como control positivo, se
amplificé un fragmento de 371pb del gen de Wnt5. Del grupo de 55 peces analizados,
66.66 % (39/55) fueron portadores del alelo hi2499A (Figura 5C), lo cual coincide con la

proporcién esperada de una segregacion mendeliana del gen vps18.
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Figura 5. Genotipificacion de la cepa 2499A por PCR de la aleta caudal del pez cebra adulto. 5A
Protocolo de la extraccién del DNA gendmico de la aleta caudal del pez adulto. 5B DNA gendémico de
vps18, con la insercién retroviral en la base #2336 (con respecto a la numeracion del cDNA). En la
genotipificacién por PCR, se utilizan los oligonucleétidos EM11, EM67 y Nu3, usando como control positivo
la amplificacion del fragmento del gen Wnt5, con los oligonucleétidos Wnt5-Reverse y Wnt5-Forward. Los
peces portadores se identifican por la amplificacion de la banda de 186 pb que corresponden al alelo
hi2499A. 5C Gel de agarosa con las muestras del PCR de 18 peces adultos de un total de 55,
observandose por la PCR aquellos portadores del alelo mutante hi2499A, en los carriles 2-4, 6-8, 10, 12, 13
y 18. En el primer y utimo carril, esta el marcador de peso molecular EZ.

5.1.2 Correccion de la secuencia reportada del cDNA de vps18 de D. rerio.

Al secuenciar varios productos de PCR se obtuvo la secuencia del mRNA (cDNA)
de vps18 (NM_173245) depositada en el NCBI por el grupo de la Dra. Nancy Hopkins
(MIT). Con la finalidad de verificar la secuencia reportada, emprendimos la tarea
de secuenciar el marco abierto de lectura (ORF por gpen reading frame) de vps18 de
D. rerio. ElI Dr. Maldonado subclon6 el ORF de vpsi18 en el plasmido pCR-Il,
nombrandolo pER405 (Figura 6A). La nueva secuencia de ORF de vps18 de 3563 pb,

se obtuvo al ensamblar los 8 fragmentos resultantes de la secuenciacion de pER405.
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Utilizando el programa Clustal W, se compar6 la secuencia del ORF de vps18 con
la secuencia reportada de la base de datos (NM_173245). Se observaron diferencias en
22 nucledtidos, de los cuales s6lo cuatro, cambian la secuencia de aminoacidos de la
proteina Vps18. Las correcciones son: S*’RNF— S®'FQE, V®'® — |3'8 g™ _, p™®
(Figura 6B) y coinciden con la secuencia obtenida  (ENSDAG00000001990)
recientemente del proyecto del genoma del pez cebra del Sanger Center

(www.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio/).

El dominio de CHCR de Vps18 de D. rerio, comprende 9 hélices alfa donde las
prolinas determinan el giro entre cada hélice alfa (Voet y Voet, 2004), es por ello que la

P75 se encuentra en el cambio de la

correccion de S*° — P’ es importante porque la
hélice alfa H a la hélice alfa | del dominio CHCR (Figura 6B y 11B), ademas de estar

conservada en C. elegans, D. melanogaster, O. latipes y Homo sapiens (Figura 11A).

A PER405(pcr-n)
cDINA 3 5kb
M13Reverse 1 | 7 | 3 | 4 5 h113(-20) Forward
— — — — f— e e f—
Ema EWM17  EMI0 249954 EM12 EmS7
418 905 1347 1835 2405 2926
B | SETRNF— S2EQE | yIE _, [E i | o795 _, pras |
1 l Proteina vps18 [974aa)
| [ochorn [ [sming ]
aa #31-770 aa #350-951
#aa 258 259 2GR0 318 745

M 173245 TCC AGG AAT GTT T cttic ...
S R N Y &

PER405 TTC CAG GAA ATT C
FE @ £ | P

Figura 6: cDNA de vps18 de D. rerio: pER405 (pCR-Il). 6A cDNA de vps18 (pER405) de D. rerio,
secuenciado con los siguientes oligonucleétidos: en la direccién 5°—3’ estan los EM9 (418pb), EM17
(905pb), EM10 (1347pb), y aquellos en la direccion 3'—5’ estan los: 2499-5A (1835pb), EM12 (2405pb),
EM57 (2926pb), ademas de que se utilizé los oligonucleétidos del pER405, que son: M13 Revese y M13 (-
20? Forward. 6B Las correcciones de la secuencia corresponden a los cambios de S®'RNF— S®'FQE,
V318, 1318 374 _, P75 E| recuadro muestra los tripletes de los aminoécidos corregidos.
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5.1.3 Obtencion de la secuencia genémica de vps18 de D. rerio.

Con la finalidad de encontrar elementos de regulacion génica en los intrones
(Fedorova y Fedorov, 2003), emprendimos la tarea de secuenciar y clonar los intrones
de vps18. Para ello se obtuvo el DNA gendmico de vps18 a partir del DNA aislado de la
aleta caudal del pez cebra adulto. A partir de esta muestra, se amplificaron los cuatro
intrones de vps18 por PCR. Los oligonucle6tidos utilizados fueron los siguientes: para el
intrén |, EM39 y EM59; para el intrén Il, EM60 y EM69; para el intrén 1ll, EM62 y EM68;
y para el intrén IV, 1RT y EM14 (Figura 7A y 7B). Se clonaron los intrones Il y Il en los
plasmidos pFAB2 y pFAB3/5 respectivamente y se secuenciaron. Los intrones |y IV, se

secuenciaron a partir de productos de PCR.

: ] — -—
EM39: EM59 EMB2 | ENI6S IRT EM14
EKAQ i |
. EMB0 | EM6S !
1,770pb 1,732pb
307pb  521pb
EcoRl
pre—
M M pFAB2 pFAB3

[NEIPYR Sy S ilph

2Kb —» 2K (Y «—1770p0
Tkb — LGOI Sl i —
850 pb —» 850 pb —» «— 521pb

“ector pCR4-TOPO

Figura 7: Amplificacion por PCR de los intrones de vps18 de Danio rerio. 7A Localizacion de los
oligonucledtidos en el DNA gendmico de vps18 para amplificar los cuatro intrones. La amplificacion del
intron | (EM39 y EM59), es de 307 pb; para el intrén Il, el producto es de 521 pb (EM60 y EM69); para el
intron 1ll, el producto es de 1,770 pb (EM62 y EM68), y para el intrdn IV se tienen el 1RT y el EM14 que
origina un producto de 1,732 pb. 7B Productos amplificados por PCR de los 4 intrones. 7C Clonacion de
los intrones Il (pFAB2) y Il (pFAB3) de vps18 de D. rerio en el plasmido pCR4-TOPO. Se extrajo el
fragmento correspondiente a cada intrén, mediante una reaccién de restriccion con la enzima EcoR.
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La secuencia del intron |, se amplificé con los oligonucleétidos EM39 y EM59, y se
secuencié con los oligonucle6tidos EM9 y EM59. El producto de PCR del intron |l se
clon6 en direccion 3-5" en el pCR-4TOPO, y se secuencié con los oligonucleétidos:
M13Reverse y M13 Forward (-20) (Figura 7C). El intrén 1l se clon6 en direccién 3’-5’ en
el plasmido pCR-4TOPO y se secuencié con los oligonucleétidos M13Reverse vy
M13Forward del plasmido, produciendo dos secuencias llamadas pFAB3_M13Reverse
y pFAB3_M13Forward(-20), de 749 pb y 679 pb respectivamente.

En este punto, faltaban por secuenciar = 374pb, ya que el producto amplificado
por PCR del intron Il es de = 1773 pb. Para ello se tomé el plasmido pFAB3, se hizo
una reaccion de restriccidbn con la enzima Pstl, y se obtuvieron dos fragmentos de
435 pb y 5230 pb. Se purificé el fragmento de 5230 pb y se religd dando origen a pFAB5
(Figura 8A). Para verificar la identidad del pFABS5, se hizo una reaccién de restriccion
con la enzimas Apal y EcoRl, y produce un fragmento de =1400 pb (Figura 8B). Al
secuenciar el plasmido pFAB5 con el oligonucleétido T3, se obtuvo la secuencia faltante
del intrén III.

Para el intrén 1V, el Dr. Maldonado contaba con una secuencia preliminar con una
region dificil de secuenciar. Se emprendié a la tarea de secuenciar con los
oligonucledtidos EM4 y EM14. Por ultimo se verificd la secuencia obtenida con la
secuencia gi|58293760| de la base de datos Vega (Sanger Center).

Con el fin de generar un consenso de las secuencias de los intrones y asi obtener
la secuencia genémica de vps18, las secuencias de los cuatro intrones se alinearon
(Clustal W; MacVector 7.2.2) y se ensamblaron de forma contigua, basandose en los
sitios de edicién del gen vps18, encontrados por el Dr. Maldonado (tabla | en apéndice).
Finalmente la secuencia del DNA gendmico de vps18 de D. rerio se compard con la

secuencia ENSDAGO00000001990 (Ensambl del Sanger Center).
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Figura 8. Construccion de pFAB5 a partir de pFAB3. 8A La secuenciacion del intron Il se realizé
primeramente en el pFABS3, utilizando los oligonucleétidos M13 Reverse y M13 (-20) Forward del pCR4-
TOPO, y gener6 dos fragmentos secuenciados en los extremos dentro del intrén lll, de 749 y 679 pb,
respectivamente, faltando ~ 342pb por secuenciar. Notese que el pFAB3 contiene al intron Il en direccidn
3'—>5'. Para secuenciar la region faltante del intron Ill, al pFAB3 se le hizo una reaccién de restriccién con la
enzima Pstl, la cual extrajé un fragmento de 400 pb. Se purificé Unicamente la banda del plasmido resultante
(5230 pb) para religarse y dar origen al pFAB5. 8B Control de la construccion del pFAB5 a partir del pFAB3.
Se muestra el pFABS5, con los sitios de Pstl, EcoRly Apal. En el gel se muestran en el carril 1, el marcador
de peso molecular (1 Kb DNA), en el carril 2 y 3 estd la restriccién con Pst/ de pFAB3 y pFABb, en el carril 4
y 5 esta la doble restriccion con Apal/EcoRI de pFAB5 y pFABS, en el carril 6 esté la restriccion de EcoRl de
pFABS, y en el carril 7 esta el marcador de peso molecular A Hindilll.
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5.1.4 Analisis filogenético de Vps18 y analisis de sus dominios.

De la base de datos de SwissProt se obtuvieron las secuencias de las proteinas
homologas de Vps18 de varias especies. Las secuencias se utilizaron junto con la
corregida del pez cebra, para realizar una reconstruccion filogenética de Vps18, usando
el algoritmo “Neighbor joining” se construy6 un filograma, cuya topologia se corroboré
con el estimado Bootstrap y se eligié a S. cerevisiae como grupo externo.

El filograma de Vps18 (Figura 9), muestra que los agrupamientos o clados, se
sostiene por el estimado de Bootstrap, lo que sugiere que la proteina Vps18 mantiene
una tasa evolutiva de acuerdo a la filogenia de las especies presentadas. La tasa
evolutiva o de cambio, se ve reflejada en el porcentaje de identidad entre las proteinas,
de esta manera Vps18 de D. rerio mantiene un porcentaje de 19 a 32 % con las
especies S. cerevisiae, D. melanogaster, C. elegans, C. briggsae y A. thaliana,
mientras que para las especies de vertebrados: T. rubripes, O. latipes, X. laevis, G.
gallus, R. norvegicus, M. musculus y H. sapiens hay una identidad del 65 al 81 %
(Figura 10A).

Por otra parte, se hizo un alineamiento del dominio repetido de la cadena pesada
de clatrina (CHCR) y otro del dominio de dedos de zinc-H2 (RING-H2). En Vps18 de D.
rerio, el CHCR se ubica entre los aminoacidos 631-770 y el RING-H2 entre los
aminoacidos 850-951 y se conforman de 140 y 100 residuos de aminoacidos
respectivamente. El andlisis arrojo el siguiente porcentaje de identidad tomando a D.
rerio como especie de comparacién: para el dominio CHCR en S. cerevisiae, D.
melanogaster, C. elegans, Caenorhabditis. briggsae y Arabidopsis thaliana, hay un
porcentaje de identidad de 24 a 45% mientras que en el grupo de Takifugu rubripes, O.

latipes, Xaenopus laevis, Gallus gallus, Rattus norvegicus, Mus musculus'y H. sapiens,
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Figura 9. Reconstruccion filogenética de Vps18. Filograma de Vps18 hecho con el logaritmo Neighbor
joining (MacVector 7.2.2), con las siguientes especies: S. cerevisiae, C. elegans, C. briggsae, D.
melanogaster, D. rerio, F. rubripes, O. latipes, G. gallus, X. laevis, H. sapiens, R. norvegicus, M. musculus.
La longitud de las ramas representa el nimero de cambios y los numeros encerrados en un circulo,
representan la sustentabilidad del la rama (Bootstrap).
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Figura 10. Porcentajes de identidad de la proteina Vps18 y de los dominios CHCR y RING-H2. 10A
Proteina completa de 974 aminoacidos de Vps18 de D. rerio. 10B Porcentaje de similitud y de identidad
del dominio CHCR de Vps18. 10C Porcentaje de identidad del dominio de RING-H2 de Vps18.
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mantienen una identidad de 73 a 88%. El porcentaje de identidad del dominio RING-H2,
es de 20 a 33% para el grupo de S. cerevisiae, D. melanogaster, C. elegans, C.briggsae
y A. thaliana, y para el grupo de T. rubripes, O. latipes, X. laevis, G. gallus, R.
norvegicus, M. musculus y H. sapiens es de 59 a 76% (Figura 10B y 10C).

De las 10 hélices alfa antiparalelas (hélice-a A a J) del dominio CHCR, Vps18 de
D. rerio conserva unicamente 9 hélices alfa (hélice-a B-J) y en O. latipesy C. elegans la
hélice-a H es aun mas grande (Figura 11A y 11B). Esto sugiere que el dominio CHCR
esta sujeto a menos presidon de seleccién, pero la funcion de Vps18 esta conservada a
lo largo de la evolucién, como lo sugieren los altos porcentajes de identidad de la

proteina completa y de sus dominios.
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Figura 11. 11A Alineamiento del dominio de la repeticion de la cadena pesada de clatrina (CHCR) de
Vps18. El dominio CHCR comprende 10 hélices alfa colocadas en tandem (hélices A-J). Notése que la
hélice A solo la presenta S. cerevisiae, y la hélice H es mas grande en O. latipes y C. elegans. La flecha
blanca marca la prolina corregida a partir de la secuenciacion del ORF de vps78. 11B Esquema
tridimensional del domlnlo CHCR mostrando las hélices alfa antiparalelas (Figura tomada de Ybe et al.,
1999). La correccién de S™ _ P™*esta en el cambio de la hélice alfa H a |.
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5.2 Fenotipo de hipopigmentacion de la mutante vps"?**94 en

D. rerio.

5.2.1 Fenotipo corporal de la mutante vps™2/%%4,

La pigmentacion del pez cebra es notoria a los 2 dpf, siendo el ojo una de las
regiones mas pigmentadas, ya que existe una presion de seleccion a desarrollar la
visibn y que las larvas sean capaces de alimentarse cuando el vitelo se consuma
aproximadamente a los 5 dpf (Figura 12 y 13). En las larvas mutantes de vanished

pigments (vps?499

) se observa una hipopigmentacion general desde los 2 dpf,
volviéndose més severa conforme prosigue el desarrollo de la larva (Figura 12). A los
5 dpf se observa una pequena disminucién en el tamafno del vitelo y en la longitud
corporal de la larva (Figura 12D y 12H), que podria deberse a un desarrollo embrionario
ligeramente atrasado. Es de notarse que algunas larvas mutantes vps™** no
desarrollan la vejiga natatoria, que es una caracteristica observada generalmente en
muchas mutantes letales embrionarias (Golling et al., 2002).

El fenotipo de la mutante vps™**%

produce una letalidad durante el desarrollo
embrionario y larvario, ya que no sobreviven mas de 10 a 15 dpf, asimismo la mutante
dor es letal a los 5 a 6 dias en el estadio “instar” tercero cuando son aun pupa
(Shestopal et al., 1997). Por otro lado Sadler y colaboradores (2005) observaron que la
mutante vps™**?* desarrolla patologias del higado, como colestasis, hepatomegalia y
algunos sintomas del sindrome de artrogriposis renal y colestasis (ARC). El sindrome
de ARC presenta defectos en el higado, en los riflones, en las plaquetas y en la funcion

muscular neurogénica. La malformacién canalicular y la escasez biliar es una

anormalidad compartida entre la mutante vps™“*** del pez cebray la mutacién de gen
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Fenotipo de larvas de la cepa 2499A (vps™24994)
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Figura 12: Fenotipo de larvas de la cepa 2499A (vps"?***) Fotografias de larvas de 2, 3, 4 y 5 dpf, con
acercamiento del microscopio de Z5 a Z3. 12A-12D Silvestres fenot})icamente producto de la cruza de
2499A. 12E-12H Larvas mutantes vps™?****. 12D-H La mutante vps™***** muestra una disminucion de la

longitud corporal (barra) y del tamano del vitelo (flecha).
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Figura 13: Patron de pigmentacion de larvas del pez cebra. Larvas de 2 y 5 dpf, en vista dorsal, lateral
y ventral. Indicando los iridioforos y los melanoforos (Esquema modificado de Haffter et al., 1996).
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vps33B en individuos con el sindrome de ARC (Gissen et al 2005).

El higado de mamifero normalmente funciona como 6rgano hemopoyético durante
el desarrollo embrionario y en la etapa adulta participa en la conservacion de glucosa en
el torrente sanguineo, el metabolismo de lipidos y almacenamiento de vitaminas A, By
heparina. Secreta sales biliares, fibrinbgeno y albuminas plasmaticas hacia la sangre,
produce colesterol y elimina los materiales téxicos (Estrada y Uribe, 2002). Debido a la
importancia vital del higado, es posible que sea una de las causa de letalidad en las

hi2499A

larvas mutantes vps , aunque no se descartan otros 6rganos afectados que

requieran de la funcién de Vps18, como el pancreas, el tubo digestivo y el rindn.

5.2.2 Dos transcritos aberrantes son producidos por la mutante vps"?9,

El RNA total extraido de larvas del estadio de 5 dpf de la cepa 2499A y NOP
(silvestre) (Figura 14A) se utilizé para sintetizar el cDNA. Para corroborar dicha sintesis,
se amplificd el gen de actina a partir de las muestras +RT y —RT (Ver seccion 4.12)
(Figura 14B). A partir del cDNA de 5 dpf, se amplifico el gen vps18, proveniente de la

cepa NOP y 2499A (silvestres +/+, +/-, y mutantes vps"?**/-).

En las larvas silvestres de la cepa 2499A se amplificé un fragmento de 2.41 kb del
gen vps18, con los oligonucleétidos EM39 y EM6, ubicados en los exones 1 y 5

respectivamente (Figura 15A). Por otro lado en las larvas mutantes vps"?**,

se
amplificaron dos productos del RT-PCR de 721 y 584 pb (Figura 15B). Estos se
observan también en los silvestres (+/+, +/-), debido a que las larvas son heterocigotas y

tienen el alelo mutante hi2499A.
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Figura 14. 14A Extraccion del RNA total de larvas de 5dpf. En el carril 1 estda el marcador de peso
molecular, en el carril 2, esta la cepa NOP (silvestre), en el carril 3 estéa los silvestres fenotipicamente de la

cepa 2499A (+/+, +/-) y en el carril 4 esta los homocigotos (mutantes vps™***Y). 14B. Control de la sintesis

del cDNA (RT: retrotranscriptasa). Amplificando el gen de actina: En el carril 1 es el marcador de peso
molecular, con sus correspondientes +RT y —RT esta la cepa NOP, los silvestres de la cepa 2499A y los
mutantes vps"24,
Estos dos transcritos de vps™*** fueron purificados y secuenciados por el
Maestro en Ciencias Carlos Lozano. La secuencia de 721pb corresponde a un transcrito
alternativo tedrico de 1.85 kb, donde es remplazado el exdn 4 por 173 pb del retrovirus y
codifica para una proteina de 111 aminoacidos, debido a que tiene un codén prematuro
de terminacién en la base 663. La otra secuencia de 584 pb, corresponde a otro
transcrito alternarivo teérico de 1.68 kb, el cual carece del exén 4 y codifica para una
proteina de 124 aminoacidos por un codon de terminacién prematuro en la base 702
(Figura 15C). El analisis de las proteinas truncadas se realizé in silico, mas no in vivo.
No es claro el mecanismo de empalme llevado a cabo en el alelo hi2499A. (Gaiano et
al.,, 1996, Chen et al., 2002). En algunas mutante, el retrovirus no se comporta de la
forma esperada, como en la mutante del gen vHNF-1, donde los transcritos carecen de

algunos de sus exones (Sun y Hopkins, 2001) como es el caso de la mutante vps™** .

La proteina de Vps18 es de 974 aminoacidos y los dominios CHCR y RING-H2

se encuentran en el exén 4 y 5. Por consiguiente las proteinas truncadas de 111 y 124
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aminodacidos, carecen de ambos dominios y el alelo hi2499A es nulo porque produce

los dos transcritos no-funcionales.

Los dos transcritos aberrantes se detectaron con las siguientes condiciones del
RT-PCR: 35 ciclos con una extension de 1:30 min., a 68°C. No obstante, Sadler et al.,

hi2499A sin detectar

(2005) amplificaron el cDNA de vps18 por RT-PCR, en la mutante vps
transcritos aberrantes, debido posiblemente a que solo amplifican un fragmento del
exon 4. Para confirmar la presencia de ambos transcritos aberrantes, es necesario

estudios de transferencia tipo Northern.

vps 24994 . ingercion retroviral

cDMA dewvps18 2 =

3.5kb 2006 ph

IR EREN £ ¥ | s
i CHCR i RING H2
EM39 (327pb) EMB (2745ph)

Larvas de 5 dpfde |a cepa 24994

e Vs 26 T 2 2 5 ] 1.85 kb mRMA mutante (1)
: Coddn de terminacidn {exdn 4 remplazado por
Il +i- s prematuro en la base 663 173 bp de insercidn RT)
- 111 aa Prateina putativa
NH,~  COO- mutante (1)
dkh » <« 241Kb
1.65 kbe “
NN —
—— W< 721pb 2 Tolal—=__1.8ekK RNA mutant
EETNEL R iy S— < 584 gb Codon de terminacion ngén 4rr;ué :;?di)m

prematuro en la base 702

- 124 aa Proteina putativa
NHy- Coo- mutante {2)

NIZ499A

Figura 15. Comportamiento de vps : insercion retroviral del gen vps18. 15A cDNA de vpsi18
marcados los dominio los dominio CHCR y RING-2. Las flechas blancas ubican a los oligonucleétidos EM39 y
EM6, que amplifican 2.41kb del gen vps18. 15B En el carril 1 esta el marcador de peso molecular, en el carril 2
estan los silvestres fenotipicamente de la cepa 2499A generando tres productos de PCR, correspondientes a
2.41kb, 721pb y 583 pb. En el carril 3 esta vpsh’249 A generando dos productos de 721 y 584 pb. 15C
Transcritos aberrantes del alelo mutante hi2499A. Los dos transcritos de 1.68 y 1.85 kb codifican proteinas
truncadas de 124 y 111 aminoacidos, respectivamente.
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5.2.3 Los defectos del epitelio pigmentario de la retina del pez cebra en mutantes

vp shi2499A .

Con el objetivo de observar histolégicamente el epitelio pigmentario de la retina

(EPR), en las mutantes de vps™?*994

, Se hicieron cortes horizontales de larvas silvestres
(producto de la cruza de 2499A) y de las mutantes de vps"™*** de 5 dpf. Para las
observaciones con microscopia electrdnica se hicieron cortes horizontales de las larvas

de 3y 5 dpf.

Entre el tercer y quinto dia de desarrollo de las larvas mutantes de vps™**** se

presenta una reduccion progresiva en el nimero de melanosomas redondos y no se
observan melanosomas elipsoidales, que generalmente se localizan entre los
fotorreceptores (Figura 16A, B, E, F). En cambio predominan compartimientos
aberrantes, que asemejan a los cuerpos multivesiculares pigmentados y que no se
observaron en las larvas silvestres (Figura 16 C, D, G, H, I, J). Dichos compartimientos
redondos aberrantes pueden mostrarse densamente pigmentados, claros o con varios
centros levemente pigmentados, pero no se observan estriaciones, caracteristica del
estadio Il premelanosomal en melanocitos de mamifero (Marks y Seabra, 2001; Raposo
y Marks, 2002). Estos compartimientos aberrantes son mas abundantes en las larvas
mutantes vps™?** de 5 dpf que de 3 dpf, debido posiblemente a la contribucién del

mRNA de vps18 de origen materno.

La carencia de vps16A por RNA de interferencia en D. melanogaster se observan
normalmente los granulos pigmentarios tipo | en las células pigmentarias, sin embargo
los granulos pigmentarios alargados tipo Il, estdn ausentes (Pulipparacharuvil et al.,
2005) Asimsimo en dor, se observan cuerpos multivesiculares gigantes dentro de las

células pigmentarias (Sevrioukov et al., 1999) y en la mutante fading vision, que carece
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Eumelanosomas

Feomelanosomas
Cuerpos Multivesiculares

Figura 16. Microscopia electronica de los ojos de las larvas de 3 y 5 dfp del pez cebra. 16A y 16B
Silvestres y mutantes vps™**** 3 dpf con su correspondiente acercamiento de melanosomas en la 16C y
16D respectivamente. 16E y 16F Silvestres y mutantes vps"?*994 de 5 dpf, donde se observa la expansion
del EPR de la mutante vps™*%. Mientras que en la silvestre se observan eumelanosomas (16G) y
feomelanosomas (16l) en la mutante vps’”2 94 solo se observan pocos melanosomas maduros, y
abundantes melanosomas redondos aberrantes (asemejan el estadio premelanosomal |) marcados con
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flechas negras (16D, H y J). Conos (Co), bastones (ba), eumelanosomas(eu), feomelanosomas (fe), nicleo

(n).
de la funcion de Pmel17, se producen pocos melanosomas redondos y melanosomas

aberrantes (Schonthaler et al., 2005). Es de notarse que la mutante buff (vps33a™) en
raton, presenta pocos melanosomas pequenos en el EPR y en la coroides (Suzuki et al.,
2003) y aun menos melanosomas se encuentran en forma de cuerpos multivesiculares
(Nguyen y Wei, 2004).

Los compartimientos redondos aberrantes observados en la mutante vps"™**** en

el EPR, podrian formarse debido a la carencia del transporte entre TGN y el endosoma
con cubierta, durante el estadio | premelanosomal, ésto sugiere que vps18 participa en
la biogénesis de melanosomas durante el estadio | premelanosomal (Figura 16).

Por otro lado, en las mutantes vps™?994

, se observa el EPR engrosado con una
disminucién sustancial de la pigmentacion (Figura 16A, 16B, 16E, 16F, 17C, 17D) y
ademas presenta unos "huecos” en las capas nucleares externas e internas de la retina

neural (Figuras 17E y 17F) con una separacién del lente con la capa de células

ganglionares (Figuras 17C y 17D).

La expansion del EPR también se observa en fading vision, y en el RNAi de
dVps16A (Schonthaler et al, 2005; Pulipparacharuvil et al., 2005), pero no se
observaron anomalias en los fotorreceptores de las mutantes vps™*** (Figura 16E y
16F) como el fenotipo observado en dor, donde los rabdomeros contienen vesiculas con
“cubierta” o como el fenotipo del RNAi de vps16A, en el cual se acumulan
autofagosomas (Pulipparacharuvit et al, 2005; Sevrioukov et al., 1999).

Se sabe que el EPR se activa por el estrés oxidativo y que regula la proliferacion y
diferenciacion de la retina durante su desarrollo. Algunas mutantes que presentan una
reduccion de la pigmentacion del EPR, tienen degeneracion de la retina neural, a causa

de la presencia de cuerpos picnoéticos. Estas mutantes son: piegus (pus), mzerny (miz)
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(Malicki J., et al., 1996), mutaciones de los genes atp6vih, atpbvif, atpbap1, atp6vOcy

atpbv0d1, que codifican las subunidades de la ATPasa vacuolar, (Gross et al., 2005). Lo

hi24994 podrian ser causados

que sugiere que los “huecos” de células observados en vps
por apoptosis iniciada por estrés oxidativo y luminoso o por fallas en el desarrollo
embrionario de la retina; aunque en la mutante fading vision, no presenta apoptosis
significativa (Schonthaler et al., 2005). Por lo tanto es necesario un estudio con la

técnica de TUNEL para detectar apoptosis en la mutante vps™*%%,

Figura 17. Cortes

histolégicos de los

ojos del pez cebra de 5

dpf. 17A y 17B Cortes

horizontales de los ojos

silvestres y mutantes de
hi2499A

respectivamente. 17C y
17D. Acercamiento de la
region en rectanculo con
linea continua en la 17A
y 17B. Las capas de la
retina en el sﬂvestre)l Ia
mutante vps

epitelio pigmentario de Ia
retina (EPR) capa
nuclear externa (CNE),
capa plexiforme externa
(CPE), capa nuclear
interna (CNI), capa
plexiforme interna (CPI),

capa de células
ganglionares §CCG) La
mutante vps” tiene

el EPR engrosado y un
despegamiento de la
CCG con el lente (flecha
grande) 17E y 17F
Acercamiento del &rea
indicada con un
rectangulo en lineas
punteadas en 17Ay 17B.
La capa nuclear externa
de las mutantes de
vps"™*994 e observan
“huecos” (flecha).
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Todo esto podria sugerir que la degeneracion de la retina neural observada en
vps?*99 se deba a efectos indirectos de la carencia de funcién de Vps18, y mas bien

se deban a la disfuncion del EPR.

Paralelamente el Dr. Maldonado y Sadler et al., (2005, datos no pub.) encontraron
que el RNA mensajero (RNAm) de vps18 es de origen materno. Sadler et al., (2005)
encontré que el morfante (“morphant”’) de vps18, (originado por microinyeccion del
morfolino* de vps18, en embriones del estadio de una célula), produce defectos en la
pigmentacion y en algunos causa defectos globales en etapas tempranas del desarrollo.
Dosis bajas del morfolino, no causan problemas en el desarrollo o en la pigmentacién,

pero si se presentan hepatomegalia.

Para conocer la contribucion del RNAm materno de vps18, se requieren mas
estudios sobre la pigmentacion en el EPR del morfante. Sin embargo se desconoce la
duracién de la vida media de la proteina codificada a partir de RNAmM materno de vps18,
para ello es necesario producir un anticuerpo contra Vps18, que reconozca los dominios
y hacer inmunohistoquimica a partir del estadio de transicién de blastula (2hpf), cuando

inicia la transcripcion cigotica en pez cebra (Pelegri, 2003).

hi2499A

5.2.4 La mutante vps' presenta agudeza visual disminuida.

Los pacientes con el sindrome de Hermansky-Pudlak, ademas de desarrollar

albinismo oculocutaneo, desarrollan ceguera (Huizing et al., 2000; Huizing et al., 2002;

hi2499A
b

Li et al., 2004). Para analizar la agudeza visual de las larvas mutantes de vps se

*El morfolino es un oligonucledtido antisentido que esta modificado con un grupo morfolino, que le confiere
resistencia a la degradacion por nucleasas. Cuando se hibrida con la regién de 5’ no traducida del RNAm o
con el primer codon, se inhibe la traduccion (Corey y Abrams, 2001).
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sometieron a un ensayo de respuesta optocinética y se cuantificé el numero de sacades
por minuto. Las larvas silvestres registraron un promedio de 13 sacades por minuto. Las

larvas mutantes vps™24%%

registraron un promedio de 2 sacades por minuto,
representando una reduccién del 85% de la capacidad visual (Figura 18). Como control,
se llevé a cabo el ensayo optocinético a larvas silvestres sin pigmento, (tratadas con
PTU, 1-fenil 2-tiourea) registrando un promedio de 5.5 sacades por minuto.

Las larvas silvestres sin pigmentacidon presentan una disminucién de su capacidad
visual, sin embargo no alcanzan el bajo nivel de respuesta de las mutantes vps™“. Al
parecer existe un “umbral” de pigmentacion en el EPR, ya que la mutante brass de pez
cebra, ademas de presentar una baja presion intraocular, muestra poca pigmentacion y
se comporta como los peces silvestres, durante el ensayo optocinético (Link et al.,
2004).

Estudios en D. melanogaster, de vps18 y Hook, demuestran la participacién de
éstos, en la plasticidad sindptica, a través de la endocitosis de neurorreceptores y
regulacion de los inhibidores del engrosameinto de las terminales sindticas (Narayanan

hi2499A ante el

et al., 2000). De esta manera, la baja respuesta de los mutantes vps
ensayo optocinético, podria deberse no sé6lo a la carencia de pigmento en el EPR, sino
también a problemas del sistema motor-visual, como la degeneracion del EPR y
defectos en la transmisién sindptica de las células ganglionares hacia el tectum éptico

(Gahtan y Baier, 2004). El tectum 6ptico y las neuronas MelLc y MeLr, se requieren para

la captura de la presa (Gahtan y Baier, 2005).

58



20

16 4

12 4

# sacades x minuto
co

wt wt-PTU vps hi2499A

Figura 18. Respuesta optocinética de las larvas de 5 dpf del pez cebra. La respuesta optocinética mide
el nimero de sacades por minuto. Se evaluaron larvas silvestre (wi), silvestres sin pigmentacién tratadas

con PTU (wt-PTU) y mutantes vps™*“. Se utilizaron 30 larvas de cada una de las cepas.
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6. CONCLUSIONES

1. Se genotipificd la cepa 2499A de D. rerio portadora del alelo hi2499A, que
representa el gen vps18 interrumpido por un retrovirus. El gen vps18 resulté segregar

de manera mendeliana.

2. Se secuenciaron los cuatro intrones del gen vps18.

3. Con la secuenciacion del cDNA de vps18 de D. rerio, se corrigiod la secuencia
reportada del gen vps18 (NM_173245). Los aminoacidos corregidos son los siguientes:
S®'RNF— S*'FQE, V*'® — 38 g™° _, P™ |3 correccién de la P™* era importante,
puesto que se encontraba en el cambio de la hélice-a H a la hélice-a | del dominio

CHCR.

4. El analisis filogenético indica que el porcentaje de identidad es alto entre la
proteina completa Vps18 y los dominios CHCR y RING-H2. Existe un 65% de identidad
con humanos y un 19% con levadura, lo que sugiere una funcion conservada a lo largo
de la evolucion. En el analisis del dominio de CHCR, al parecer la presion de seleccion
ejercida sobre este dominio podria ser mas laxa, puesto que Vps18 del pez cebra
conserva solo 9 de las 10 hélices del dominio de CHCR y ademas la hélice-a H en C.

elegansy O. latipes, se observa aun mas larga.

5. El alelo hi2499A (gen vps18 interrumpido por el retrovirus) es nulo debido a que

produce dos transcritos aberrantes, que codifican para dos proteinas truncadas
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carentes de los dominios CHCR y RING-H2, que son esenciales para la funcién de
Vps18.

6. Las larvas mutantes vps”?***

presentan un fenotipo de hipopigmentacién
progresiva corporal y en los ojos a los 5 dpf. Las células del epitelio pigmentario de la
retina, reducen drasticamente el numero de melanosomas maduros y acumulan
compartimientos redondos aberrantes, que asemejan el estadio premelanosomal I.
Paralelamente no se observan melanosomas elipsoidales. Lo anterior sugiere que
vps18 esta involucrado en la biogénesis de melanosomas.

7. Las mutantes vps"?*%

presentan una reduccion de la capacidad visual en un
85%, debido a la reducida pigmentacion en el EPR y posiblemente a problemas del
sistema nervioso.

hi2499A

8. EI fenotipo de vps presenta degeneracion de la retina neural,
hipopigmentacién de los melandforos y células del epitelio pigmentario de la retina,
disminucion de la capacidad visual y anomalias en el higado. Todo esto sugiere que el
Vps18 esta involucrado en la biogénesis de melanosomas, como se ha descrito para
otros componentes del complejo HOPS. Es por ello que enfermedades que presenten
sintomas aunados a una disfuncion de las rutas del trafico vesicular, como lo son el
sindrome de Hermansky-Pudlak, el sindrome de Chediak-Higashi y el sindrome de

Griscelli, podrian ser estudiados como modelo utilizando la mutante vps"?** del pez

cebra.
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7. PERSPECTIVAS

Aunque se sugiere que Vps18 esta involucrado en la biogénesis del estadio
premalanosomal |, se requiere precisar las rutas bloqueadas y si existe una incorrecta
localizacién de los melanosomas en la mutante vanished pigments,

hi2499A

El fenotipo de vps , ho solamente presenta algunos sintomas del sindrome
de Hermansky-Pudlak, sino también, algunos del sindrome de artrogriposis renal y
colestasis, por lo que se podria estudiar el fenotipo en otros érganos u organelos,

como por ejemplo en las plaquetas.

El alelo mutante hi2499A, produce dos transcritos aberrantes, que es necesario
verificar por la técnica de transferencia tipo Northern, ademas de hacer mas estudios
sobre la contribuciéon materna de vps18, a través, no Unicamente del uso del morfolino,

sino también producir un anticuerpo contra Vps18, para bloquear su funcion.
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APENDICE

TABLA I. Relacion de los exones e intrones del gen vps18 del pez cebra.

Exén / Intrén

Exén 1
Intrén 1
Exén 2
Intrén 2
Exén 3
Intrén 3
Exén 4
Intrén 4
Exén 5

Total

Posicion del
nucledtido

1-420
421 -510
511 - 652
653 — 1024

1025 - 1116
1117 - 2775
2776 — 4646
4647 — 6276
6277 — 7296

Longitud (pb) Sitio de edicion

420
90
142
372
92
1659
1871
1630
1020
7296

TCATTCAGgtgcaaac
ttccacagGGTTTGTA
CTGCTGAGgtaaaact
tgtttcagAATTGATC
ATCCTACAGgtaatcac
ttttacagGGTCACAT
CTCTAAAAgtatgttc
cccttcagGTGGATGT
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