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1. Resumen

Vpsl8 es una proteina que se ha estudiado principalmente por su
participacion en trafico vesicular, aunque estudios “in vitro” han mostrado que
ademas tiene actividad de ligasa de ubicuitina tipo E3. La mutante en pez cebra de
vpsl8 entre otras caracteristicas fenotipicas presenta una disminucion en la
respuesta a estimulos visuales. El presente proyecto pretende establecer una
explicacion a este defecto fenotipico, nuestros resultados sugieren que Vps18
interacciona con la proteina Plk2 (Cinasa tipo polo) y que esto tiene
consecuencias en la formacion de espinas dendriticas en las células ganglionares

de la retina durante el desarrollo embrionario, lo que afecta la funcion visual.

Se realizé un andlisis de la formacion del quiasma utilizando el colorante
Dil, mostrando una inervaciéon completa y contralateral en la mutante. Por otra
parte un analisis mas minucioso a la retina mediante cortes histoldégicos y
microscopia electrénica revelaron un desarreglo de los fotorreceptores y mayor
presencia de apoptosis en la mutante, lo cual fue corroborado mediante la técnica
de TUNEL. La realizacion de un ensayo de comportamiento en pez cebra basado
en la visidn (ensayo optomotor) mostré una respuesta positiva de apenas el 10%
en la mutante. Por medio de inmunotinciones se mostré0 una ausencia de un
marcador especifico de espinas dendriticas en células ganglionares de la retina
usando un anticuerpo que marca especificamente proteinas de la densidad post-
singptica y como control se empled un anticuerpo que marca regiones pre-
sindpticas. Esto concuerda con un analisis por western blot en donde se observa
de un aumento de expresion de la proteina Plk2a de pez cebra que es homodloga a
la proteina PIk2 en mamiferos y que se sabe que al estar presente se disminuye la
cantidad de espinas dendriticas. Finalmente proponemos un modelo en el que
Vpsl8 participa en la formacion de espinas dendriticas durante el desarrollo

embrionario.



2. Introduccion

2.1 El pez cebra como organismo Modelo

La mayor parte de nuestros conocimientos sobre biologia del desarrollo
proviene de un numero relativamente pequefio de organismos denominados
“organismos modelo” entre los cuales se encuentran Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans, Xenopus laevis, Mus Musculus (1). Entre estos se
encuentra el pez cebra (Danio rerio), el cual es un pez nativo del sur de Asia que
actualmente es comun encontrarlo como modelo experimental en laboratorios
alrededor del mundo (2-4). En 1981 inician los estudios genéticos en este
organismo con una publicacion acerca de la generacion de clonas homadcigas
diploides (5). En 1994, durante una conferencia en el centro CSHL (Cold Spring
Harbor Laboratory), el pez cebra fue establecido formalmente como organismo
modelo para el estudio del desarrollo de vertebrados. En 1996, la revista
“Development”, dedicé un numero completo para reportar una mutagénesis en
gran escala realizada en forma simultdnea e independiente por dos grupos (en
Alemania y Estados Unidos), en donde se reportaron aproximadamente 500
mutaciones responsables de defectos en el desarrollo embrionario (6).
Actualmente, el pez cebra, se ha vuelto un modelo muy importante para el estudio
de desarrollo y enfermedades en humanos (7-9), gendmica funcional (10),
desarrollo y fisiologia de 6rganos (11, 12), comportamiento (13, 14), toxicologia
(15) y descubrimiento de farmacos (16). Todo lo anterior gracias a las diversas
ventajas que ofrece este organismo modelo, como son: (I) una alta fecundidad que
permite obtener hasta 200 embriones por pareja por semana; (lI) un rapido
desarrollo que a los 5 dias permite contar con larvas completamente formadas con
organos funcionales (17); (Ill) la transparencia de sus embriones, que permite
observar durante todo el desarrollo las divisiones celulares, la formacion de los
tejidos y la organogénesis (2); (IV) se han descrito con precision las etapas del
desarrollo embrionario desde la fertilizacién, la blastulacién, gastrulacion,

somitogénesis y la formacién de organos (17) (figura 1); y (V) su genoma se



encuentra secuenciado lo cual le da un gran potencial para investigaciones

genéticas y genomicas (18).

2.2 Mutante vps18"249%aT9

Existen varias estrategias para la generacion de mutantes en el pez cebra,
el primero se basa en la utilizacion de un quimico llamado N-etil-N-nitrosourea
(ENU), el cual produce aleatoriamente mutaciones puntuales en la linea germinal,
lo que resulta en una alta frecuencia de fenotipos mutantes. Sin embargo, a pesar
de la alta eficiencia del ENU en la generacion de mutaciones puntuales, esta
estrategia presenta como limitante la dificultad de identificar a los genes cuyas
mutaciones son responsables de un fenotipo en particular (4). El segundo
acercamiento es la mutagénesis por inserciones en la que DNA exdgeno sirve
como mutadgeno y al mismo tiempo como marcador del gen cuya interrupcion

causa un cierto fenotipo.

En 1999, el laboratorio de la Dra. Nancy Hopkins en el instituto de
Tecnologia de Massachusetts (MIT) realiz6 una mutagénesis masiva en el pez
cebra empleando como mutageno la insercion de un retrovirus pseudotipificado, lo
gue significa que estd compuesto por DNA del virus de leucemia murina Moloney
pero una envoltura glicoproteica del virus de la estomatitis vesicular. En esta
mutagénesis se generaron aproximadamente 550 mutantes las cuales representan
mutaciones en aproximadamente 400 genes diferentes (19, 20). Una de estas
inserciones se localiza en el exdn 4 del gen vpsl8, (por sus siglas en inglés
vacuolar protein sorting) interrumpiendo los nucleétidos 2236 y 2237 dando lugar a
la mutante conocida como vps18"24°%8T¢  Esta mutante es letal recesiva ya que se
desarrolla hasta los 9 - 14 dias pero no sobrevive hasta la etapa adulta. La
mutante presenta varios fenotipos morfolégicos predominantes como son:
Hepatomegalia, hipopigmentacion en la piel y el epitelio pigmentado de la retina
(RPE, por las siglas en inglés Retinal Pigmented Epithelium) (figura 2) y un defecto

en la respuesta al ensayo optocinético (21, 22).



2.3 Hepatomegalia en la mutante vps18"249%2T9

Los hepatoblastos se generan a partir células del endodermo, proliferan en
la parte ventral del embrién y se diferencian en un brote que dara lugar al higado
(23). El higado de la mutante vps18"24%98T9 se encuentra aumentado de tamafio lo
cual se conoce como hepatomegalia, los hepatocitos de la mutante presentan
alargamiento el cual confirmaron mediante la medicion cuantitativa del tamafio
celular (22). En condiciones normales los hepatocitos de larvas de 5 dias post-
fertilizacion (dpf) presentan glucégeno abundante, lo que da al citoplasma un
aspecto granuloso, por el contrario en la mutante de vps18, se ve poco glucégeno
y se han encontrado acumulaciones grandes vesiculas o vacuolas unidas a la

membrana (22) (figura 2C).

2.4 Hipopigmentacion en la mutante vps18"'2499aT9

Los precursores de los melanocitos se conocen como melanoblastos y se
originan en la cresta neural aproximadamente a las 15 horas post fertilizacion (hpf)
desde donde inician su migracion a lo largo del cuerpo del embrion y
posteriormente su diferenciacion en melanocitos. La mutante de vps18 muestra
una reduccion en la pigmentacion tanto en melanocitos como en células del RPE,
lo cual es aparente a los 2 dpf (figura 2A), persiste a los 5 dpf (figura 2B) y
continua posteriormente. Esta hipopigmentacion se causa por la disminucion en el
namero de melanosomas (figura 2D) y la presencia de melanosomas inmaduros
en estadios tardios, los cuales solo estan presentes en embriones de pez cebra

silvestres de etapas méas tempranas del desarrollo (21) (figura 12 C y D).

2.5 Disminucibn en la respuesta al ensayo optocinético en la mutante

Vlg SlShI2499aTg

En nuestro grupo de investigacion se demostrO que la mutante

VpSlShi2499aTg

presenta una disminucién en la respuesta optocinética (OKR, por
sus siglas en inglés Optokinetic Response) en un 80% con respecto al control (21).
El OKR es una respuesta visual provocada por objetos (en el ensayo utilizamos

bandas claras y obscuras) que se encuentran en movimiento a lo largo del campo
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visual de la larva, evocando movimientos oculares estereotipicos de seguimiento
los cuales pueden ser cuantificados (24). En un inicio se pensd que esta
disminucién, en la mutante vps18"24%%T9 de |a respuesta al OKR se debia a la
falta de pigmentacién, sin embargo larvas hipopigmentadas artificialmente
(empleando el compuesto feniltiourea, PTU, que inhibe la sintesis de melanina) no
presentaron una disminucion al ensayo OKR como en la mutante, por lo que se
propuso que existe algun otro factor que contribuye a la disminucién en la

respuesta al ensayo optocinético en la mutante vps18"2499379 (21).

2.6 Vps18 y su funciodn en trafico vesicular

La proteina Vpsl8 es soluble, presenta una masa molecular de
aproximadamente 113 kDa, cuenta con 970 aminoacidos y esta muy conservada
presentando ortélogos en diversas especies eucariontes desde levaduras hasta
mamiferos (25-29). Vpsl8 tiene dos dominios conservados, un dominio de
“Clatrina (CHCR)” y un dominio “RING finger” de union a zinc (figura 3A), ambos
dominios se encuentran involucrados en establecer interacciones con otras
proteinas (30). La proteina Vps18 junto con Vpsll, Vpsl6, Vps33, Vps39 y Vps4l
forman el complejo HOPS (por sus siglas en inglés, Homotypic protein sorting)
(figura 3C y E) el cual participa en el trafico vesicular, mediando la transferencia de
vesiculas de cargo desde Golgi a endosomas tardios; de endosomas tempranos a
endosomas tardios y de endosomas tardios a lisosomas (30). Mutaciones en
Vpsl18 de Saccharomyces cerevisiae tienen como consecuencia un bloqueo en el
tréfico vesicular y la acumulacién de cuerpos multi-vesiculares (28). Lo anterior
también ocurre en la mutante Vps18 de Drosophila denominada deep orange (dor)
cuyo nombre se debe a su fenotipo de coloracién naranja en los ojos dada por una
disminucién de los pigmentos rojos y cafés (27, 29). En esta mutante (dor) se
encontré que Vpsl8 se localiza, tanto en la pre-sinapsis como en la post-sinapsis
de las uniones neuromusculares de larvas de Drosophila. La mutante dor
presenta una reduccién significativa en el nimero de arborizaciones sinapticas de

las uniones neuromusculares (27) lo que sugiere que la respuesta disminuida al
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ensayo OKR de la mutante de pez cebra vps18"24°%T9 puede estar relacionada

con defectos durante el desarrollo del sistema nervioso (21).

2.7 Vps18 vy su relacién con PIk2 y SPAR en el sistema nervioso

El dominio de RING-finger es comun en ligasas de ubicuitina, Vps18 tiene
actividad de ligasa tipo E3 (figura 3A), ya que se demostr0 en ensayos de
ubicuitinacion in vitro, en donde también se encontr6 que Vpsl8 es capaz de
ubicuitinar a la proteina Polo like kinase 2 (Plk2 6 SNK). Esto fue reforzado por
ensayos de doble hibrido en donde se demostré que Vpsl18 y Plk2 interaccionan
(30). Al mismo tiempo se establecié que la sobre-expresion de Vpsl18, en cultivos
de células Hela, induce la degradacién de Plk2 (figura 5B). Todo lo anterior

sugiere que Vpsl8 es la E3 ubicuitina ligasa de Plk2 (31).

PIk2 forma parte de una familia de cinasas de serina-treonina junto con Plk1
y Plk3, esta familia se encuentra definida por dominios conservados, el dominio
amino terminal de cinasa de serina-treonina y dos dominios tipo Polo en la region
carboxilo terminal. Las proteinas PIk juegan un papel importante durante las
diferentes etapas de la mitosis, por lo cual el estudio de esta familia se ha
enfocado principalmente a su papel regulatorio en el ciclo celular. PIk2 ha sido la
menos estudiada, ya que a diferencia de Plkl y PIk3, parece carecer de un papel
importante en el ciclo celular. Mutantes nulas de Plk2 en raton muestran
solamente un retraso en el desarrollo del embrion y problemas en el desarrollo del
esqueleto (32). PIk2 se expresa en células post-mitdticas como las neuronas en el
cerebro y no se encuentra en tejidos con alta proliferacion como el higado o el
intestino en ratén (33), lo cual sugiere que PIk2 no participa en el ciclo celular. La
primera evidencia directa de que PIk2 tiene una funcién en el sistema nervioso, fue
la observacion de que sus niveles de mRNA y proteina se elevan cuando hay

aumento en la actividad sinaptica neuronal (34, 35).

Una funcién importante de PIk2 en el sistema nervioso tiene que ver con la
interaccion, por medio de su region carboxilo terminal (dominio tipo Polo), con una

proteina RapGap activadora conocida como SPAR (spine —associated Rap
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guanosine triphosphatase activating protein). SPAR es una proteina de andamiaje
de citoesqueleto que se encuentra enriquecida en regiones post-sinapticas en
donde promueve la formacion de las espinas dendriticas mediante la inhibicion de
una Rap-GTPasa involucrada en la regulacion de la dinAmica de actina (36). La
sobre-expresion de PlIk2 en neuronas del hipocampo causa la eliminacién de
SPAR, lo que a su vez ocasiona la pérdida de las espinas maduras en neuronas
del hipocampo de mamiferos (37). Esta regulacion negativa de PIk2 sobre SPAR
ocurre cuando Plk2 fosforila a SPAR, lo que induce su interaccién con el complejo
proteico SCF-Beta-TRCP, el cual a s vez ubicuitina a SPAR fosforilado induciendo

su degradacion (38) (figura 5E).

2.8 Las espinas dendriticas

Las espinas dendriticas son diminutas protuberancias localizadas a lo largo
de las dendritas de neuronas glutamatérgicas, estdn especializadas en recibir
estimulos excitatorios sinapticos y para ello forman un ancho botén post-sinaptico
en la region mas distal de la espina (conocido como densidad post-sinaptica o
PSD), la cual se conecta a la dendrita por un cuello estrecho (39) (figura 5A). Las
espinas tienen una longitud aproximada de 0.5-2 pym de longitud y se han
clasificado por la forma en que se presentan; delgada, corta, en forma de hongo o
de copa, ademas presentan un caracteristico comportamiento bioquimico
semiautbnomo que le permite aislar y amplificar las sefiales entrantes. El
citoesqueleto de las espinas dendriticas es crucial para su funcion y estabilidad,
ambas isoformas de la actina filamentosa (F-actina) se encuentran altamente
concentradas en las espinas dendriticas (40), mientras que casi no cuentan con
microtubulos. La forma y estabilidad de la cabeza y cuello de las espinas es
probablemente determinado por el citoesqueleto de actina, por lo que las proteinas
que se unen a este y lo modifican son posiblemente los reguladores de la
morfogénesis de las espinas dendriticas (41). SPAR es una de las proteinas mas
importantes que determina el arreglo del citoesqueleto de actina (34). En el pez

cebra se ha reportado la presencia de espinas dendriticas en las células
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ganglionares de la retina de peces adultos, en donde se han clasificado de

acuerdo al numero de espinas y a los patrones de ramificacién que presentan (42).

2.9 El sistema visual del pez cebra

La retina es uno de los mejores ejemplos de ordenamiento celular con sus
diferentes tipos celulares en un arreglo que refleja claramente su funcién, es decir
el relevo de la transmisién sinaptica con informacion visual (figura 4). En el pez
cebra, la fertilizacion y el desarrollo embrionario tienen lugar afuera de la madre,
existe una presion de seleccion positiva para un rapido desarrollo de los sistemas
sensoriales, de tal manera que se pueda evitar a los depredadores y al mismo
tiempo pueda comenzar la captura de presas para alimentacién. Los embriones
salen del corion aproximadamente a las 48 hpf y una respuesta inicial a estimulos
visuales es evidente al finalizar el segundo dia de desarrollo. Algunos
comportamientos visuales, tales como la respuesta optocinética aparecen durante
el tercer dia de desarrollo y son bastante robustos para el dia cinco (43). En ese
momento se infla la vejiga natatoria y el vitelo se ha consumido, por lo que la vida
de la larva depende de atrapar su propio alimento (protozoarios y pequefias larvas

de metazoarios).

El ojo es un 6rgano complejo en el cual diferentes tejidos cooperan para
formar una imagen Optica, para transducir esas imagenes en un arreglo de
mensajes neuronales, analizar estos mensajes y transmitirlos al cerebro. El
cambio en el desarrollo de la retina en el pez cebra es notorio pues pasa de un
neuroepitelio proliferativo a una retina funcional en aproximadamente dos dias y
medio. Aproximadamente a las 12 hpf, el primordio retinal es primeramente
evidente como un epitelio plano pseudo-estratificado, y para los 3 dias post-
fertilizacion, el ojo, incluidos los fotorreceptores y la red sinaptica se encuentra
suficientemente desarrollada para que la larva al eclosionar pueda ver y responder

a patrones o estimulos en el ambiente.

La vesicula optica plana se transforma en el ocular semiesférico entre las

16 y las 24 hpf. La vesicula se inclina en relacion con el tubo neural, la superficie
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dorsolateral se vuelve concava y progresivamente va profundizandose en una
copa que rodea firmemente la placoda que se encuentra hacia dentro. A las 24
horas la lente se ha desprendido a partir del ectodermo suprayacente y esti
rodeado por el ocular en todas partes excepto en la pupila y la fisura coroides. La
conversion de la vesicula 6ptica en un ocular se logra con un volumen y niamero

de células esencialmente constante en las dos capas.

La lente se desarrolla como una masa celular sélida que adquiere una
forma esférica y surge de la superficie del ectodermo alrededor de las 24 hpf. Las
células son inicialmente orientadas radialmente alrededor del centro de la lente,
pero se reorganizan en un arreglo de capas después del cual la mayor parte de las
células en el centro pierden sus nucleos y dejan atras un centro proteico que

contiene mayormente polipéptidos especializados, los cristalinos (44).

Las células de la retina en los vertebrados se encuentran organizadas de
manera precisa y laminar. La mayor caracteristica de este patron, es la facilidad
de distinguir en secciones transversales las tres capas celulares separadas por
capas donde ocurren los procesos sinapticos. Asi como en otros vertebrados los
fotorreceptores ocupan una capa celular adyacente al epitelio pigmentado,
mientras que las células ganglionares forman una capa adyacente al lente. Entre
estas dos clases celulares, interneuronas retinales forman la capa interna nuclear,

delimitada en ambos lados por capas donde ocurren las sinapsis (Figura 4 B)

Las primeras células ganglionares de la retina surgen entre las 27 y 28 hpf,
seguidas de células amacrinas y bipolares que aparecen aproximadamente 10
horas después (~38 hpf) y finalmente se forma la capa de fotorreceptores (~48
hpf). Los axones de las células ganglionares abandonan la retina a las 32 hpf para
inervar el tectum o6ptico entre las 45 y las 48 hpf. Como se menciond antes, la
diferenciacion de las células ganglionares ocurre poco antes de la aparicion de las
células amacrinas formando en conjunto la capa interna plexiforme (CIP), que es
una capa de la retina carente de células en donde se establece la mayoria de las
conexiones sinapticas (figura 4 B). Las conexiones sinapticas dentro del CIP son
evidentes a las 60 hpf (45).
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Para los 5 dias de desarrollo la region mas externa de la retina se
encuentra compuesta de un mosaico de fotorreceptores consistente de cuatro
tipos de conos intercalados con bastones. La retina de pez cebra cuenta con 4
pigmentos visuales incluyendo un pigmento que es sensible a la luz ultravioleta,
por eso se considera que este organismo tiene una vision tetracromica (46). En 5
dpf la retina se encuentra suficientemente madura como para percibir imadgenes e
inducir comportamientos que requieren del sentido de la visibn como son las

respuestas optocinética y optomotora.
3. Planteamiento del Problema

En nuestro grupo se demostré que la mutante vps18"24°%aT presenta una
disminucién en la respuesta optocinética (OKR) en un 80% con respecto al control
(21), se han descrito en humano problemas de agudeza visual relacionados con
albinismo por lo cual se disminuyd el grado de pigmentacion de las larvas en
forma artificial y se comprob6 que la disminucion en la respuesta no era debida
Gnicamente a la falta de pigmentacién presente en la mutante. Esto llevo a la
conclusién de que posiblemente existe algun otro factor que contribuya a la
disminucién en la respuesta al ensayo optocinético en la mutante vps18M24993T9_ A|
mismo tiempo se ha reportado que la mutante para Vpsl8 de Drosophila
melanogaster denominada deep orange (dor) presenta una reduccién significativa
en el numero de arborizaciones sinapticas de las uniones neuromusculares (27), lo
que sugiere que la respuesta disminuida al ensayo OKR de la mutante de pez

cebra vps18"2499aTg

puede estar relacionada con defectos durante el desarrollo del
sistema nervioso. Existe evidencia de que Vpsl18 puede regular negativamente la
expresion de Plk2 (31) (figura 5 B) y que Plk2 es un inhibidor de la formacion de

espinas dendriticas en neuronas glutamatérgicas (37).

Con base a esto el presente proyecto se ha destinado a probar la
participacion de vpsl8 en la formacion del sistema nervioso en el pez cebra,

desde el punto de vista morfolégico, funcional y molecular.
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4. Hipotesis
Para el presente proyecto la hipétesis se dividié en dos puntos:

- En la mutante vps18"249%3T9 hay defectos en el desarrollo del sistema nervioso y

esto causa una disminucion en la respuesta al ensayo optocinético.

- Como consecuencia de la falta de expresion de vps18 las células ganglionares

de la retina no forman espinas dendriticas.

5. Objetivos

5.1 Obijetivo general:

Caracterizar el fenotipo de la mutante vps18"2%%3T9 con especial énfasis en
analizar la morfologia y funcién del sistema visual, ademas de determinar como se
afecta la formacion de las espinas dendriticas como consecuencia de la falta de

expresion de Vps18.

5.2 Objetivos particulares:

1. Describir las caracteristicas fenotipicas de la mutante vps18M249%aT9,

2. Caracterizar los defectos generales de la retina en la mutante vps18M249%3T9 gque

pueden afectar el desempefio visual.

3. Estudiar la formacion de espinas dendriticas y la interaccion entre Vps18 y Plk2

en la mutante vps18"249%aT9,
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Divisiones iniciales Blastula
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Blastula

Figura 1. Estadios de desarrollo del pez cebra. A-E representan los estadios iniciales del
desarrollo con divisiones rapidas y sincronicas. F-K Estadios del periodo de blastula, etapa
igualmente rapida con ciclos celulares metasincronicos y comienza la epibolia (migracion
celular desde el polo animal al polo vegetal). L y M representan el periodo de gastrulacion,
gue se caracteriza por movimientos morfogeneticos de invaginacion, convergencia y
extensién y en donde se forman las tres capas germinales. N-Q La segmentacion se
caracteriza por la formacion de somitos y organogenesis temprana, aparecen igualmente los
primeros movimientos del embrién. R Representacion de la etapa faringula (24 horas post
fertilizacién) comienza a enderezarse el embridn con respecto a su eje, asi mismo inicia la
circulacion sanguinea y la pigmentacion del embrién. S Es un embridén en la etapa de
eclosién, continua la morfogenesis de varios drganos, se desarrolla el cartilago en cabeza y
aleta pectoral, ocurre ademéas la ruptura del corion por el embrion (eclosion). T
representacion de una larva de 5 dias post fertilizacion para este momento la larva cuenta
con todos sus érganos formados y su vejiga natatoria esta ya inflada, esta larva es capaz de
alimentarse. Las barras en A — T representan 200 ym de tamafio, vn; es vejiga natatoria.
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Figura 2. Caracteristicas Fenotipicas de la mutante vps18h2499aTa_ A Vista lateral de larvas
2 dpf silvestre y mutante. B Vista dorsal de larvas 5 dpf silvestre y mutante, esta Ultima
carece de vejiga natatoria lo que es muy comdn en este tipo de mutantes. En ambos
estadios las larvas mutantes tienen hipopigmentacion. La abreviacion vn es vejiga natatoria.
C Microscopia electronica que muestra acumulacion de vesiculas y glucégeno en el higado
de mutante vps18hi24%9aTg g |os 5 dpf (esta imagen se tomé de Sadler et al. 2005). D
Microscopia electrénica de larvas de 3 dpf que muestra disminucion de los melanosomas
maduros en el epitelio pigmentado de la retina en larvas WT (a la izquierda) y de la mutante
vps18hi2499aTg (3 |a derecha), las flechas blancas sefialan melanosomas maduros. Las
barras representan 300 ym (A), 2.5 ym (C) 6 10 um (D) de tamafio.
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Figura 3. Caracteristicas de la proteina de Vps18. A Representacion de los dominios
conservados en la proteina Vps18, CHCR representa una repeticion del dominio de
clatrina y RING del dominio RING-finger. B Filogenia de Vps18 utilizando como grupo
externo a PEP3 (Vpsl18 de levadura), método de “Neighbor Joining” con “Bootstrap” de
1000 repeticiones. C. Representacion de las subunidades que forman el complejo
oligomérico HOPS. D. Prediccién de la estructura tridimensional de Vps18 utilizando el
programa ROSSETA, tomado de (Nickerson et al., 2009). E Arreglo topolégico de las
subunidades del complejo HOPS, deducido del andlisis de complejos purificados y
analizados por microscopia electrénica (Brocker et al., 2012).
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Figura 4. Capas de la retina en una larva de pez cebra WT de 5 dias de desarrollo. A
Corte histolégico de 2 micras de espesor, tefiido con azul de metileno y azure Il. La barra
representa 10 micras. B Zona ampiliada en donde se observan las diferentes regiones de
la retina. Sobre la imagen se esquematizaron los diferentes tipos de neuronas de la
retina: Células ganglionares (rojo), Células Amécrinas (verde), Células Bipolares (en
amarillo), Células horizontales (azul) y Fotoreceptores (magenta). La zona en donde se
forman las espinas dendriticas de las Células ganglionares es la capa interna plexiforme
y esto ocurre cuando estas células establecen contactos con las Células amacrinas y
bipolares.
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Figura 5. Modelo propuesto sobre la participacion de Vpsl8 en la formacion de Espinas
Dendriticas. A Las espinas dendriticas conforman la post-sinapsis de las neuronas
glutamatérgicas. B En condiciones “in vitro”, Vps18 induce la degradacion de, Plk2 (tomado de
Yogosawa et al. 2005). C Condiciones normales y D Condicién propuesta cuando falta de Vps18.
En los pasos 1 y 1’: SPAR es indispensable para que se forme la densidad postsinaptica y una
espina funcional. Pasos 2, 2’, 3 y 3: En condiciones normales Vps18 ubicuitina a Plk2 y este se
degrada en el proteosoma. En ausencia de Vpsl8 (mutante vps18hi2499aTe) Plk2 no se degrada.
Cuando PIk2 esta presente fosforila a SPAR y esta fosforilacién permite que la ubiquitina ligasa
B-TRCP reconozca a SPAR, lo ubiquitine y lo lleve a degradacion. Pasos 4, 4’ y 5': La espina
dendritica madura permanece mientras SPAR esta presente, sin embargo cuando SPAR se
degrada la espina se pierde y en su lugar queda un filipodio. E Modelo de regulacién negativa
propuesto en este trabajo.
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6. Materiales y Métodos

6.1 Mantenimiento de la colonia de peces y obtencidon de embriones

Nuestro grupo de investigacion cuenta con dos sistemas de recirculacion
continua modelo AHSAM de la compafia Aquatic Habitats, cada uno con
capacidad para albergar 800 peces adultos. Albergamos diferentes cepas de pez
cebra que se mantienen a una temperatura constante de 28°C y a un pH de 7.0
(figura 6A). Los embriones son obtenidos mediante cruzas naturales (figura 6B) y
mantenidos a 28.5° en cajas petri con agua de acuario en una densidad no mayor
de 60 embriones por caja (figura 6C). La alimentacién de los peces asi como su
mantenimiento en general se baso en protocolos reportados (47).

6.2 Cepas utilizadas

ghi2499aTg. |15 cyal se

Para el presente proyecto fueron utilizadas la cepa vpsl
encuentra en el fondo genético TAB-WIK, que a su vez fue creada en nuestro
laboratorio con la cruza de las cepas TAB-14 y WIK ambas obtenidas del cepario
ZIRC (“zebrafish international resource center” www.zebrafish.org) de los Estados
Unidos. Para colocar a esta cepa mutante (vps18"249%3T9) phajo el fondo genético
Tg-isl1:GFP y obtener la cepa Tg(isl1:GFP);vps18"2%°%aT8 se cruzaron 8 machos
de la cepa Tg-isl1:GFP con 8 hembras de la cepa vps18"24°%T8 |os embriones
resultantes fueron criados hasta adultos y genotipificados para buscar peces
portadores de la mutacion de vpsl8 en heterocigosis, todo estos peces son

homaocigos para el transgén isl1:GFP que se expresa en motoneuronas.

6.3 Genotipificaciones

Una insercion retroviral es la causante de la mutacion en vpsl8 en los
peces de la cepa vps18"?49%aT9 esta misma insercion puede ser utilizada para
identificar por PCR a los peces portadores (aquellos que acarrean una sola copia
de la insercion). Para la identificacion de los peces portadores se realizd la
genotipificacion de peces de 3 meses de edad, realizando el PCR a partir de

extractos de la aleta caudal de los peces. La remocién de la aleta cauda no le
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afecta a los peces ya que la aleta se regenera. Los peces se anestesiaron en
Tricaina 0.004% vy la aleta caudal se corté con un bisturi, la aleta de cada pez fue
colocada en uno de los 48 pozos de una placa para PCR que contenia una
solucion de lisis (50mM KCI, 200mM NaCl, 0.01% gelatina, 0.45% NP-40, 0.45%
Tween-20, 5mM EDTA, 0.2 mg/mL Proteinasa K y 10 mM Tris-HCL, pH 8.0), la
placa se incubd durante 4 horas a 55°C y después por 15 minutos a 94° con la
finalidad de inactivar a la proteinasa K. Posteriormente la muestra fue diluida

(1:20) y utilizada para la reaccion de PCR.

En la mezcla de PCR (Tabla 1) se utlizan simultaneamente tres
oligonucledtidos: EM11, EM67 y Nu3 (Tabla Il y figura 7), dos de los cuales se
unen al gen (EM11 y EM67) a mas o menos 100bp de la insercion retroviral,
mientras que Nu3 se une en el extremo 3’ del retrovirus. Como consecuencia de la
ubicacion de estos oligonucleétidos se amplifica una banda de 266 pb del gen
vps18 cuando no hay una insercion retroviral o se amplifica una banda de 186 pb
cuando existe una insercion retroviral, es decir que los peces en que solo se
amplifica solo la banda de 266 bp son WT y aquellos en que se amplifican ambas
bandas (266 y 186 bp) son portadores o heterocigos (figura 7). Cabe mencionar
gue durante todo el proceso (3 a 5 dias) los peces genotipificados se mantuvieron
separados individualmente en vasos de precipitado de plastico (previamente
numerados) con aproximadamente 200 ml de agua de acuario y una vez
identificados si son portadores o no se regresaron a los sistemas de recirculacion

continua.

Tabla I. Componentes de la Mezcla de Reaccién para Genotipificacion

Compuesto Concentracion
Final

Buffer 10X 1X

MgCI2 2mM

dNTPs 0.2mM
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Nu3 1uM
EM11 1uM
EM67 1uM
Tag. 0.04 u/uL
Agua MiliQ | -

Tabla Il. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados en la

genotipificacion

Oligonucledtidos

Secuencia

EM11 5 ACGCCATTCCCCATCATCCAGGCGAA Z
EM67 5 TAGAGCAAGATCCACAGCTTCTTC 3
Nu3 5" GCCAAACCTACAGGTGGGGTCTTTCA 3’

Una vez preparada la mezcla de reaccion (Tabla | y Il.) se adicionaron 2 pL

de dilucion de lisado de aleta caudal y se colocaron en el termociclador bajo las

siguientes condiciones: Paso-1 94°C por 1 min, paso-2 94°C por 30 seg, paso-3

60°C por 1 min, paso-4 72°C por 1 min, repetir desde el paso 2 por 35 ciclos,

paso-5 72°C por 10 min y paso-6 21°C hasta tomar la muestra.

Una vez terminada la reaccién de PCR se le agregaron 4uL de Buffer de

carga (10 mg/mL de Orange-G (SIGMA 03756) en glicerol al 50%) y se analizaron

por electroforesis corriendo las muestras en un gel de agarosa 2% preparado en
amortiguador TBE (90 mM Tris-HCI, 90 mM Acido Borico y 2 mM EDTA) y se

corrieron a un voltaje constante de 100 miliVolts durante aproximadamente 1
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hora. El resultado fue fotografiado posteriormente utilizando un transiluminador de
luz UV.

6.4 Preparacion de RNA total

Para la preparacion de RNA total a partir de larvas de pez cebra se llevo a
cabo el método de trizol-cloroformo. Este método se basa en la homogenizacion
de una muestra biolégica y obtencion del RNA con trizol (INVITROGEN)
cloroformo e isopropanol. Se colocaron de 50 a 100 larvas de 3 dpf en un tubo
Eppendorff de 1.5 ml y se anestesiaron por frio, después se retird, con una pipeta
Pasteur, la mayor cantidad de agua posible y se agregaron inmediatamente 800
pL de trizol. Empleando un pistilo de plastico desechable estéril y libre de RNAsas
se homogenizé la muestra. Se agregaron 0.2 ml de cloroformo y se mezclé
enérgicamente por 20 segundos empleando un vortex. Posteriormente se incubd a
temperatura ambiente por tres minutos y para realizar la separacion de proteinas,
DNA y RNA se centrifugd a 4°C en la microfuga Minispin (EPPENDORF) a 13,400
rpm por 15 minutos. Una vez separadas las fases organica e inorganica, se utilizé
una pipeta para transferir (muy lentamente y con mucho cuidado) la fase acuosa
(con el RNA) a un tubo nuevo. EI protocolo continba con una serie de
precipitaciones del RNA, para ello se agregd 0.5 ml de alcohol isopropilico, se
mezclé por inversion y se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugd a 13,400 rpm por 10 minutos a 4°C, y se obtuvo un
pellet, se retir6 el sobrenadante cuidando el pellet y para lavarlo se agregd 1 mL
de Etanol al 75% en dH20O-DEPC (dietilpirocarbamato inhibe la accion de las
RNAsas), posteriormente se centrifugd a 10,500 rpm a 4°C por 5 minutos, se retird
el sobrenadante y se repitio el proceso. Es necesario tratar a la muestra con
DNAsa para eliminar cualquier residuo contaminante de DNA, para ello se disolvid
el pellet en 26 pL de dH,O-DEPC, 1 pL de Turbo-DNAsa y 3uL de buffer 10X del
Kit de Turbo DNAsa (AMBION), esta mezcla se incubd por 30 minutos a 37°C en
el Termomixer (EPPENDORF). Finalmente se agregé 3uL del reactivo de
Inactivacion del Kit de turbo DNAsa y se incubo en el Termomixer con un poco de
agitacion (1,000 rpm) a 22°C por 5 minutos. Se realizé una ultima centrifugacion a
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temperatura ambiente con la Minispin a 12,200 rpm y se recupero el sobrenadante

en un tubo de 0.5 ml nuevo y marcado.

Se cuantifico la concentracion del RNA en la unidad de Biologia Molecular
del Instituto en el “Nano-Drop” y se almacend a -80°C. La pureza del RNA se
determind por la relacion de la absorbancia a 280 nm/260 nm, usualmente se
obtuvieron valores cercanos 2 lo que indicé que las muestras empleadas tuvieron

un alto grado de pureza.

6.5 Preparacion de cDNA

El cDNA o DNA copia se genera a partir de RNA total, antes de iniciar este
protocolo, el RNA a utilizar se incubd en el termomixer a 65° por 10 minutos y se
colocé en hielo inmediatamente. Se preparo la siguiente mezcla; para un volumen
final de 10 pL se agreg6é 1 pL de mezcla de dNTPs (10mM), 1uL de oligo dT
(50uM), RNA (cantidad necesaria para tener 2ug), y H20-DEPC (cbp 10 uL), esta
mezcla se incubd a 65°C durante 5 minutos y se pas6 inmediatamente a hielo por
un minuto. Se prepard la mezcla de reaccion (Tabla Ill) y como control se utilizé
una muestra (control —RT) en la que se omite colocar a la enzima Super Script I,

esto funciona para verificar que no haya quedado DNA gendmico contaminante.

Tabla Ill. Mezcla de Reaccidn para obtener cDNA

Componente +RT Control -RT
10 X Rt Buffer 2 uL 2 uL
25 mM MgCI2 4 uL 4 uL
0.1MDTT 2 uL 2 uL
RNAsa out 1luL 1uL
(40u/pL)
SuperScript Il Rt 1luL
(200 u/uL)
Mezcla con el RNA 10pL 10pL
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Una vez colocados los componentes de la mezcla de reaccion se incubo a
50°C por 50 minutos y posteriormente a 85°C por 5 minutos, pasados los cuales
se afiadié 1puL de RNAsa —H (para eliminar el RNA) y se incubd por 20 minutos a
37°C. Cada reaccién se colocé en un tubo nuevo de 0.5 ml y se almacend a -20°.
Para comprobar la pureza de el cDNA se realizé una prueba con oligos que
amplifican actina, los cuales deben de dar negativos en el control —RT y positivos

en las muestras RT.

6.6 Clonaciones de plk2

Las clonaciones del gen plk2 se realizaron empleando a la enzima
Platinum® Pfx DNA Polymerase (SIGMA) para la amplificacién por PCR ya que
presenta una alta fidelidad y un buen rendimiento, por lo cual mantiene cantidad y
calidad suficientes del DNA para la clonacién. A diferencia de otras polimerasas
como la PFU que presenta un bajo rendimiento o la polimerasa Taq que presenta

alto rendimiento sin embargo presenta una alta proporcion de errores.

El primer paso que se realizd para la clonacion de ambas Plk2 (Plk2a y
Plk2b) fue el disefio de oligonucledétidos (Tabla IV), para lo cual se utilizo el

Tabla IV. Oligonucleétidos empleados en la clonacién del plk2ay b de

pez cebra.

Nombre del Nombre Secuencia

Oligonucledtido | del gen

PLK2-1 plk2a S’ATGGACATACTCAGGACTATAGCACY

PLK2-2 plk2a STATTTGTCTTGATTTCATCTCTGGS
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PLK2B plk2b 5 GACATCGTCAGCTCGTGCTGAGTC 3’

PLK2C plk2b 5 GCACAGTAACACACAGCCATGGAGA 3

programa MacVector bajo los siguientes criterios: 18 a 25 bases de longitud,
Temperatura Media (TM) de 54° C o mas y una diferencia de TMs no mayor a
5°C entre ambos oligonucledétidos, contenido de GC entre 40 y 60% y que no

formen horquillas o se plieguen entre si.

Para estas clonaciones se purific6 RNA total, a partir de larvas de 3 dias de
desarrollo, empleando el método del trizol y turboDNAasa (Ambion). Se obtuvo
cDNA, empleando transcriptasa reversa (Superscript Il de Invitrogen) donde
ademas se utiliz6 como control tubos con los mismos componentes excepto la
enzima superscript Il (-RT). Se realiz6 una curva de concentracion de MgSO4
para obtener un mejor producto, obteniendo que la mejor concentracion es 1uM
de MgSO4 para los genes plk2a y para plk2b. Se utiliz6 la técnica de RT-PCR
empleando los oligonucleétidos PLK2-1 y PLK2-2 para amplificar a plk2a y los
oligonucledtidos PLK2B y PLK2C para amplificar a plk2b, ambos productos de
PCR se purificaron por columnas de afinidad (QIAGEN) y se comprobé por medio
de un gel de agarosa que el producto amplificado y purificado tuviera el producto
de aproximadamente 2Kb, que en ambos casos esto es muy aproximado a la
secuencia completa con el marco de lectura abierto. Los productos de PCR se
clonaron en el vector pCR4-topo (INVITROGEN) obteniéndose multiples clonas de
bacterias. Se escogieron algunas clonas que se confirmaron por digestion con
EcoR1 (que libera el fragmento clonado) y se mandaron a secuenciar a la Unidad
de Biologia Molecular. Las secuencias obtenidas demostraron que obtuvimos

solamente clonas del gen plk2b.
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6.7 Construcciéon de arboles filogenéticos

Para el presente proyecto se utilizaron herramientas bioinforméticas en la
bldsqueda de los genes involucrados en la via propuesta vps18, plk2 y SPAR, asi
como para la generacion y el andlisis de arboles filogenéticos.

Para la obtencién de las secuencias de los genes plk2 y SPAR en el
genoma del pez cebra, se utilizaron las bases de datos de NCBI

(www.ncbi.nim.nih.gov) y ENSEMBL (www.ensembl.org/Danio_rerio/Info/Index),

las cuales contienen la informacion anotada de la secuenciacion del genoma del
pez cebra. Una vez obtenidas las secuencias de pez cebra se utilizé el algoritmo
de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), en su modalidad de tBLASTn
para la bausqueda de las secuencias homodlogas en otros organismos tales como
humano (H. Sapiens), raton (M. Musculus), mosca de la fruta (D. melanogaster),
rana (X. Laevis), entre otros. Una vez obtenidas las secuencias para cada uno de
los genes propuestos, se utilizd el programa Mac Vector para realizar
alineamientos multiples de secuencias de aminoacidos utilizando la herramienta
Clustalw, empleando matrices tipo BLOSUM. Con el programa MacVector
también se realizaron arboles filogenéticos utilizando el método “Neighbor joining”
con 1000 repeticiones de “bootstraping”. Por otra parte, se analizaron las
secuencias proteicas con la herramienta ProtParam de ExPASy

(http://expasy.org/) para determinar caracteristicas tales como punto isoleléctrico

(pl) o peso molecular.

6.8 Inmunotinciones en ojos completos

La larva de pez cebra a los 5 dias de desarrollo es poco permeable a los
anticuerpos y requiere un protocolo con repetidas permeabilizaciones. Para la
realizacion de las inmunotinciones se fijaron larvas completas de 5 dpf, tanto de la

cepa silvestre como de la cepa vps18M2499aT9,

Como fijador se empled
paraformalehido 4% en buffer de fosfatos (PBS) pH 7.4 por 4 horas a temperatura
ambiente, o bien toda la noche a 4°C. Se lavaron en PBS y se disectaron los ojos

empleando agujas de tungsteno electro-afiladas, las muestras se lavaron en PBST
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(0.1% de Tween® en PBS) para posteriormente permeabilizar incubando los ojos
por 3 horas a temperatura ambiente en una mezcla de tripsina de porcino tipo |l
0.025 mg/ ml y hialuronidasa 5 mg/ ml en PBST en agitacion suave.
Posteriormente se lavo con PBST y se colocé acetona fria a una temperatura de -
20°C por 30 min, que ayuda a la permeabilizacion y se coloc6 agua desionizada
fria en el tubo con las muestras que se retir6 inmediatamente, y se lavd en PBST
por 10 min a 4°C para posteriormente repetir 2 lavados pero a temperatura
ambiente. Este tratamiento de permeabilizacién se repiti6 una vez mas desde la
incubacion con tripisina-hialorunidasa en PBST. El paso final de permeabilizacion
consistio en realizar una incubacién a 4°C por toda la noche en Tripsina 0.025 mg/
ml y hialuronidasa 5 mg/ ml en PBSTX (El PBSTX es PBS con 1% de Triton X-100
en vez de Tween). Al dia siguiente se transfirio a Triton X-100 al 1% en PBS y se
incubo por 15 minutos a temperatura ambiente y se cambi6 por una solucidon que
tiene Triton -100 al 0.5% y suero de cabra 10% en PBS, después de 15 minutos
mas de incubacion se sustituyd por suero de cabra 10% preparado en PBST y se

incubo por 4 horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C.

Este protocolo se continu6é con un par de lavados en PBST, para después
colocar el anticuerpo primario deseado a la concentracion requerida (usualmente
1:500) en suero de cabra al 10% en PBST que se incub6 durante la noche en
agitacion suave a 4°C, posteriormente se lavé 4 veces en PBST por media hora
cada vez y se coloco el anticuerpo secundario en suero de cabra al 10% en PBST,
a la concentracion deseada, por 2 horas en agitacion suave a temperatura
ambiente finalmente se lavdo 3 veces con PBST en lavados de 10 minutos de
duracion y se colocé DAPI (0.03 puM final) para contrastar los nucleos y se lavéd 3
veces mas con PBST y se monté para su visualizacion y fotografia.

6.9 Inmunodetecciones por “western blot”

Se obtuvo la proteina total de aproximadamente 200 larvas 3 dpf, silvestres
y 200 larvas 3 dpf mutantes vps18"249%4T9_se colocaron los embriones en una caja
petri con amortiguador REP frio (Amortiguador Ringer libre de calcio NaCl 116
mM, KCI 2.9 mM, Hepes 5 mM con EDTA 1 mM y PMSF 0.3 mM como inhibidor
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de proteasas, todo ajustado a pH 7.2) y se colocaron las larvas sobre hielo, una
vez que las larvas ya estaban anestesiadas (aprox. 5 min) se procedio a retirar el
vitelo, succiondndolo con ayuda de una pipeta de transferencia. La gran cantidad
de lipoproteinas que tiene el vitelo afecta el corrimiento electroforético de la
muestra. Los embriones se pasaron a un tubo ependorff de 1.5 ml con REP frio, el
cual se colocé en agitacién suave por 5 minutos a temperatura ambiente, se
cambié el REP y se volvié a repetir la agitacion, el cambio de REP se repitio 2
veces mas, finalmente se retird la mayor parte del volumen de manera que los
embriones quedaron en aproximadamente 0.2ml de REP, a lo cual se le agrego 25
puL de SDS 10%. Se colocé el tubo en hielo por 10 minutos, se homogeniz6é con
pistilo de cerdmica y se hirvid la muestra en bafio Maria por 5 minutos.
Inmediatamente se colocé en hielo por 5 minutos mas y se homogenizo
nuevamente. Se colocaron los embriones en una microfuga a maxima velocidad
(14,000 rpm) durante 5 minutos y se recuper6 solo el sobrenadante, del cual se
tomaron 30 pL para medir la concentracion final de proteina y al resto se le coloco
100 pL de Buffer de lisis (SDS 5%, Glicerol 20%, Azul de bromofenol 0.5% y Tris-
HCI 100 mM pH 6.7). La concentracion de la proteina se determind por el método

del &cido bicinconinico (48).

Una vez determinadas las concentraciones de las muestras, se cargaron 40
HUg de proteina por carril en un gel de acrilamida 15% a un voltaje fijo de 100
miliVolts, posteriormente se realizé la transferencia a membrana Immobilon
(BIORAD) a un amperaje fijo de 500 mA en agitacion constante durante una hora
a 4°C. Para la electroforesis desnaturalizante se utilizé el protocolo de Laemli con
acrilamida:bis-acrilamida 30:1 y SDS 10% (49). Después de la transferencia se
blogued la membrana con leche descremada preparada al 5% en PBS durante
una hora y se colocé el anticuerpo primario en una dilucion 1:500 (como control de
carga se utilizé un anticuerpo primario contra la proteina alfa-tubulina) que se dejé
durante la noche en agitacion suave a 4°C. Al siguiente dia se realizaron lavados a
la membrana y se coloco el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de
rabano en una dilucién 1:1000 durante 1 hora. Se realizaron mas lavados y se

colocé el compuesto Luminol durante 5 minutos y se revelé en cuarto obscuro.
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Antes de incubar con el anticuerpo se verifico la presencia de las proteinas, en la
membrana, empleando rojo de Ponceau. Para remover el anticuerpo (desnudar)
de la membrana se incubd por 1 hora, a 50°C, en una solucion de glicina 0.1M y
SDS 5%, y se repitio el proceso de anticuerpo primario (Psd95), secundario (raton)

y revelado.

6.10 Microscopia electrénica

Para las observaciones se utilizaron larvas con fenotipo silvestre y larvas
con fenotipo mutante vps18"249%4T9 de 5 dpf, las cuales se llevaron a la unidad de
microscopia del Instituto de Fisiologia Celular en donde se les dio el siguiente

tratamiento:

1) Fijacién con glutaraldehido 2.5%

2) Lavado con medio de fosfatos (PBS) 3 a 4 veces

3) Post-fijacion con tetréxido de osmio (OSOy)

4) Lavado con medio de fosfatos (PBS) 3 a 4 veces

5) Deshidratacion con soluciones de etanol a diferentes graduaciones (30 — 100%)
a temperatura de 4°C.

6) Deshidratacion con etanol al 100% y oxido de propileno

7) Como medio de infiltracion se uso una mezcla 1 a 1 de oxido de propileno y

resina epoxica.

Después de este tratamiento se llevé a cabo la inclusion en resina epoéxica
fresca, acomodandolas en posiciones: vertical, horizontal e inclinada. Una vez que
las larvas se encuentran incluidas en la resina se colocaron en una estufa de
polimerizacion a 60° por un lapso de 48 horas y se contrastaron con acetato de
uranilo y citrato de plomo. En la unidad de microscopia se realizaron los cortes en
un ultramicrotomo y una vez listos se procedié a realizar las observaciones con el

microscopio electrénico de transmision JEOL 1200 EXII.
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6.11 Marcajes retinotectales

Con el objetivo de realizar una comparacion a nivel morfolégico de la
proyeccion retinotectal y del quiasma 0Optico, entre las larvas con fenotipo mutante
y con fenotipo silvestre, se empled la técnica de marcaje retinotectal. A los
embriones en el estadio de 1 dpf se les removi6 el corion y se les mantuvo por
varios dias en agua de acuario conteniendo 150 uM de 1-fenil-2-tiourea (PTU) que
es un compuesto que inhibe la pigmentacion y permite realizar observaciones mas
claras. Las larvas desarrolladas en presencia de PTU (WTs y mutantes) se fijaron
a los 5 dpf en PFA 4% pH 7.2 y se montaron en agarosa de bajo punto de fusion
al 1.5% en PBS 1X sobre un cubre objetos y en una orientacion que permitiera
facil acceso a los ojos (50). A estas larvas se les microinyecté el compuesto Dil
(INVITROGEN Molecular Probes) diluido en cloroformo (se colocé en parafilm lo
minimo que una espatula chica puede tomar y se le colocan 15 a 20 pL de
cloroformo de la botella con lo que se va cargando el capilar, como se evapora
muy rapido se sigue agregando cloroformo). Para la microinyeccion se utilizé un
sistema de pulsos de aire (TRITECH) y empleando microagujas preparadas a
partir de jalar capilares de vidrio (1.0 mm O.D. x 0.58 mm 1.D.) por medio de un
instrumento llamado “puller” (SUTTER). La presion de aire para microinyectar
consistié de 25 psi y se coloco la microaguja en dos diferentes zonas del ojo para
lograr un marcaje completo del tectum. Se microinyect6 Dil que es un compuesto
lipofilico que se inserta en la fraccion lipidica de la membrana plasmética de las
células donde se difunde de manera libre (Figura 10D, E y F). Los embriones
fijados y marcados se dejaron en la incubadora a 28.5° por la noche en una
camara humeda, para permitir una completa difusién al tectum. Al dia siguiente se

observaron y fotografiaron las larvas tratadas utilizando un microscopio Zeiss.

6.12 Ensayo Opto-Motor (OMR)

Este ensayo consiste en la habilidad de las larvas de 5 dias o mas de nadar
en el mismo sentido de franjas oscuras que se desplazan de un lado a otro en la
base o piso. Para ello se coloc6é una caja de petri que albergaba a las larvas de

pez cebra sobre un monitor de computador que estaba posicionado en forma
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horizontal con la pantalla hacia arriba. Para la realizacion del ensayo optomotor se
utilizaron 50 larvas silvestres de la cepa TAB-WIK y 50 larvas con fenotipo
mutante vps18"249%4T9 de 5 dpf y 7 dpf. Las larvas se obtuvieron de cruzas
naturales y se mantuvieron en la incubadora a 28.5° hasta el momento de su
utilizacion. Algunas de las larvas silvestres se trataron con el compuesto PTU (ver
seccién anterior) y se mantuvieron en la incubadora a 28.5° C al igual que el resto
de las larvas, hasta el momento de su utilizacién. Se gener6 en el programa Power
Point una plantilla con franjas blancas y negras con un grosor de 1.33cm y 1.39cm
respectivamente y se animé su movimiento a una velocidad aproximada de 1
franja/segundo con direccionalidad de derecha a izquierda con respecto al
monitor. Empleamos un monitor plano de 17 pulgadas (DELL) y una camara
SONY (DSC-H20) adaptada a un soporte tripie para filmar la respuesta de las
larvas. Esta camara se coloc6 16 cm sobre la pantalla. Posteriormente se coloco
una caja petri con las larvas silvestres sin PTU sobre la pantalla, se inici6 la
plantilla con 10 segundos en blanco, para que las larvas se acostumbraran al nivel
de luz y se realizé el ensayo que consiste en iniciar la animacién de las franjas en
movimiento mientras se toma video de las respuestas de las larvas. Se repitio el
mismo ensayo con las larvas silvestres con PTU y con las larvas con fenotipo

mutante. Los videos con la respuesta de los peces se analizaron posteriormente.
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Figura 6. Mantenimiento y crianza de peces cebra A. Acuario de nuestro grupo de
investigacion B. Cruzas masivas (arriba) e individuales (abajo) utilizadas para obtencion
de embriones C. Caja petri con embriones una vez colectados D. Acercamiento de los
embriones colectados E. embriones vistos al microscopio estereoscopico. Las barras
representan 1.5 cm (C), 50 mm (D) y 800 um (E).
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7. Resultados

7.1. Descripcion del fenotipo de la mutante Vps18"'2499aT9

7.1.1 Genotipificacion de la cepa vps182499aTd

La cepa mutante Vps18"?*9%3T9 se ha mantenido por varias generaciones en el
laboratorio. Con la finalidad de identificar a los peces portadores, se realizaron a lo
largo de la maestria, cuatro genotipificaciones. Estas se realizaron cuando los
peces tenian aproximadamente 3 meses de edad que es cuando tienen el tamafio
adecuado para el procedimiento. Los portadores heterdcigos se identifican por
medio de PCR a partir de DNA obtenido de una biopsia de la aleta caudal de los
peces (figura 7A). Esto no les afecta ya que en aproximadamente 3 semanas la
aleta se regenera y crece a su tamaifio original. Para genotipificar empleamos una
reaccion de PCR esta se lleva a cabo con 3 oligonucleotidos (EM11, EM67 y Nu3),
(figura 7B) que amplifican al gen de vps18. En el caso de los peces WT, ambos
alelos (cromosomas) son reconocidos por los oligonucle6tidos EM11 y EM67 y
amplifican un producto de PCR de 266 bp; sin embargo en el caso de los peces
portadores u heterdcigos, uno de los alelos produce la banda WT (266 bp)
mientras que el otro alelo (con la insercidon retroviral) es reconocido por los
oligonucledtidos Nu3 y EM67 y produce una banda de 186 bp; en consecuencia en
los peces portadores se amplifican dos bandas (266 y 186 bp). Dado que la
insercion retroviral es de 6 kb es improbable que el producto entre EM11 y EM67
del alelo mutante sea amplificado (figura 7C y D). Para mantener la linea de
peces, en ocasiones se hizo una cruza de progenitores WT versus Heterécigo que
debe producir 50% de progenie portadora (como en el caso 1 de la Tabla V), en
otras ocasiones se hizo una cruza en que ambos progenitores son Heterécigos en
cuyo caso se debe obtener un 75% de progenie portadora (como en los casos 2 y
3 de la Tabla V). Cabe mencionar que los porcentajes obtenidos son cercanos a lo
esperado. La razén de realizar estos distintos tipos de cruzas tiene que ver con
tener un control sobre la variedad genética de la cepa pero evitando posibles

efectos de la endogamia.
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Tabla V. Resultados de las genotipificaciones

Genotipificacion | No. de WT | No. de % de WT % de No. Total
Portadores | (esperado) | Portadores
(esperado
1 47 33 58 (50) 42 (50) 80
2 19 43 30 (25) 70 (75) 62
3 10 17 37 (25) 63 (75) 27

7.1.2 Defectos caracteristicos de embriones y larvas homécigas vps18M249%aTs

Para la obtencion de embriones mutantes se realizaron cruzas naturales
entre peces heterdcigos, de las cuales el 25% de los embriones obtenidos eran
homocigos. Para la identificacion de los embriones homécigos para la mutacion en
vpsl8 se tomaron en cuenta diversas caracteristicas fenotipicas generales, las
cuales ya se habian descrito con anterioridad por nuestro grupo (21, 51). La
primera de estas caracteristicas la hipopigmentacién. Las células con
pigmentacién (melan6foros o melanocitos) se originan de la cresta neural y los
precursores de los melanocitos se llaman melanoblastos, los cuales comienzan a
expresar el pigmento melanina alrededor de las 18 hpf, frecuentemente antes de
completar incluso la migracion (52). El patrén basico de pigmentacion se establece
a las 48 hpf y posteriormente solo ocurren adiciones o pérdidas minimas de
melanocitos.

La mutante de vpsl8 muestra una reduccion en la pigmentacion o
hipopigmentacion tanto en melanocitos de la piel como en el epitelio pigmentado
de la retina (RPE). Se ha descrito que esto se debe a una disminucion en el
namero de melanosomas, que tienen la apariencia de melanosomas inmaduros
(21). Esta caracteristica es observable desde las 24 hpf, sin embargo a tan
temprana edad puede llegar a confundirse alguna larva con fenotipo silvestre que

presente un retraso en el desarrollo. En dias posteriores esta diferencia en la
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pigmentacion se vuelve mucho mas marcada (figura 2A). Otra de las
caracteristicas que presentan las larvas de la mutante vps18"249%3T9 eg |3 falta de
vejiga natatoria (figura 2B). Esta estructura es un saco lleno de gas localizado en
la cavidad dorso anterior del cuerpo. La vejiga natatoria surge de una extension
del endodermo intestinal y funciona como un érgano hidrostéatico el cual permite el
control de flotacion de la larva. La falta de esta vejiga natatoria conlleva no solo a
la pérdida de capacidad de flotacion de las larvas mutantes, sino también afecta la
estabilidad horizontal 6ptima aumentando la energia locomotora requerida para
contrarrestar los cambios en el cabeceo y balance general de la larva.

Finalmente, otra de las caracteristicas fenotipicas visible de la mutante
vps18"124%98TY a5 yn cambio en la coloracién del higado (Imagen no mostrada).
Existe una publicacibn que describe el fenotipo del higado para esta misma

mutante (22), donde mostraron que en vps18M249%3T9 g|

higado se encuentra
aumentado de tamafo (hepatomegalia). Asi mismo el grupo de Saddler mostré
que en la mutante vps18"249%T9 se encuentra un nimero mayor de vesiculas (22)
(figura 2C). Esto podria ser la causante del cambio de coloracién del higado que
en un principio muestra una coloraciéon amarillo intenso que posteriormente
cambia a un color café oscuro (posiblemente debido a la necrosis de este tejido).
Todas estas caracteristicas fueron tomadas en consideracion para seleccionar a

los embriones o larvas homadcigas que se emplearon en los experimentos.

Una mas de las caracteristicas de la mutante (mencionadas en la
introduccidén) es que durante un ensayo de desempefio visual que mide el
movimiento de los o0jos que siguen el desplazamiento de un objeto (ensayo
optocinético), se encontrd que la mutante en vps18 solo responde en un 20% de la
capacidad normal (21). Esta caracteristica si bien no es utilizada para el proceso
de seleccion de las larvas, consideramos que es de importancia mencionarla pues

es una de las bases de la cual parte el presente proyecto.
7.1.3 Morfologia de motoneuronas en la cepa Tg(isl1:GFP); vps18"249%aT
Con la finalidad de explicar la disminucion en la respuesta al ensayo

optocinético que presenta la mutante de pez cebra en vpsl8, planteamos como
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una posibilidad que el sistema neuro-motor presente defectos y, aunque el pez
perciba las imagenes, no es capaz de responder a ellas con movimiento ocular.
Para determinar si la mutante vps18"24%%T9 tiene un ndmero normal de
motoneuronas y ademas si estas tienen una morfologia normal, se cruzé a la cepa
vps18"124%9aT9 con |a cepa Tg(isl1:GFP), la cual expresa GFP bajo el promotor del
gen Islet-1 (isl-1) el cual es un miembro de la familia de proteinas de
homeodominio LIM y es un marcador temprano del desarrollo de motoneuronas
(53). Los peces descendientes de esta cruza fueron criados hasta los 8 meses de
edad, pues aunque el pez cebra es capaz de reproducirse desde los 3 meses de
edad, alcanzan su mayor reproduccion entre los 6 y los 9 meses. Posteriormente
fueron genotipificados (ver seccién de Materiales y Métodos) para identificar
portadores de la mutacién en vpsl18. El transgén Islet-1 (isl-1) esta homocigado,
por lo que el 100% de los descendientes de la cruza expresan GFP en sus

motoneuronas.

El contar con la cepa Tg(isl1:GFP);vps18"24%98T9 nos permitié determinar la
formacién de las motoneuronas del pez cebra en el fondo genético de la mutacion
de vpsl8. Este analisis se llevo a cabo “in vivo” a los 3, 5 y 7 dias de desarrollo,
anestesiando a las larvas, montandolas para observaciones en el microscopio
comparando la morfologia de la motoneuronas de las larvas silvestres y mutantes
(figura 8). Las larvas estudiadas fueron mantenidas en pozos individuales (de
placas multipozos) y fotografiamos la zona que comprende entre la somita 5 a la
8. Después de multiples observaciones concluimos que las larvas mutantes
presentan un desarrollo de motoneuronas muy similar al silvestre, tanto en tiempo
como en estructuras (figura 8). Se ha reportado que el pez cebra cuenta con 6
musculos extraoculares responsables de los movimientos del ojo, 4 musculos
rectos y 2 musculos oblicuos (54) intentamos ubicar a las neuronas que los
inervan sin éxito. Sin embargo, si logramos observar y fotografiar neuronas en la
region de la mandibula y la region craneal, sin encontrar cambios en el patron de
inervacion (figura 9). Aunque morfolégicamente pareciera no haber cambios en las
motoneuronas, podria haber cambios no detectados a gran escala. Sin embargo

para ver si habia cambios en la respuesta de las larvas se filmaron videos en

40



donde se observa que las larvas silvestres presentan movimientos oculares en
forma espontanea y que estos movimientos son similares en las larvas mutantes.
En conclusion, el grupo de neuronas que marca islet-1 parece no verse afectado

durante su desarrollo en la mutante vps18"249%2T9,

Al mismo tiempo se ha
reportado la expresion de islet-1 en la capa ganglionar de la retina, por lo que se
realizaron observaciones en larvas 5 dpf en el microscopio confocal de la unidad
de Microscopia del Instituto de Fisiologia Celular. Sin embargo no se encontré
marcaje ni en larvas silvestres ni en mutantes (figura 9E y F) que nos permitiera
realizar un andlisis de esta regién del ojo que es de nuestro interés. La razon de
esto la desconocemos sin embargo parece haber una pérdida de expresion de
GFP en algunas larvas, podria ser que la falta de marcaje sea debida a una

pérdida de expresién parcial en la cepa.

7.2. Defectos en el sistema visual de la mutante vps18"249%39

Dada nuestras observaciones previas (21) de que las larvas vps18M249%aT9

tienen defectos en su desempefio visual, decidimos analizar el estado general del
sistema visual, con énfasis en: i) la conexién retina-tectum (Quiasma 0Optico), ii) el
estado del Epitelio pigmentado de la retina y iii) la presencia de células apoptéticas
en la mutante. Al mismo tiempo establecimos el ensayo optomotor que nos
permite continuar el estudio funcional del sistema visual en la cepa mutante

VpSlShi2499aTg.
7.2.1 Morfologia del quiasma 6ptico

La retina se conecta al cerebro por medio de la proyecciéon retinotectal
(también conocida como nervio 6ptico), esta se forma de filamentos de axones
que provienen de las células ganglionares de la retina. Usualmente la proyeccién
retinotectal de un ojo se conecta con el tectum contralateral, es decir la retina del
0jo izquierdo se conecta con el tectum del lado derecho, ambos nervios se cruzan

en el quiasma optico.

El marcaje retinotectal se utiliza para estudiar la formacion topografica entre

el ojo y el tectum a través del nervio Optico. Este marcaje permite mapear el area
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del cerebro que esta encargada de procesar la informacion visual de las larvas de
pez cebra (figura 10). Esta técnica ha sido utilizada para el estudio y clasificacion
de diversas mutantes de pez cebra (55), también para describir el desarrollo de la
via retinotectal y para examinar diversos mecanismos responsables de la
conectividad neural. Los primeros axones opticos migran de la retina a las 32 hpfy
se proyectan hacia la linea media de la larva, en donde cruzan formando el
quiasma optico entre las 34 y las 36 hpf; luego continla su proyeccion hasta
inervar el tectum Optico a las 48 hpf. El tectum Optico es la estructura primordial
del cerebro para el procesamiento visual en el pez cebra. Es un sistema muy
similar al de otras especies de peces, se encuentra organizada de manera
retinotopica y existe un completo entrecruzamiento de las fibras desde ojo al
tectum contralateral (quiasma optico) (figura 10A y C). Fibras retinales dorsales y
ventrales proyectan al tectum ventral y dorsal, respetivamente mientras que las
fibras retinales nasal y temporal se proyectan al tectum posterior y anterior,
respectivamente (56) (figura 10A y B). Defectos en la proyeccion retinotectal se
pueden ver reflejados en ensayos funcionales de visibn como el ensayo
optocinético (57). Un ejemplo de esto es la mutante belladona (bel) que presenta
un error en la ruta de los axones de las células ganglionares hacia el tectum
Optico, mostrando una proyeccion ipsilateral en lugar de contralateral, lo cual
conlleva a una respuesta reversa en el ensayo optocinético. Existen otras
mutantes que presentan una disminucion en las respuesta al ensayos optocinético
como consecuencia de defectos en la proyeccién de sus axones, tal como dark

half (darl), bogus journey (boj), walkabout (walk) y missing link (miss) (58).

Se sabe que en ocasiones en personas con albinismo parte de la retina
temporal proyecta de manera anormal al hemisferio contralateral (59). Con la
finalidad de determinar si los problemas que presenta la mutante vps18"24°%T9 en
el ensayo optocinético (21) se deben a alteraciones en la conexion retinotectal
similares a las descritas para las mutantes anteriormente mencionadas o bien a
una proyeccion anormal como la que se presenta en ocasiones en el albinismo, se

realizé el ensayo de marcaje retinotectal en larvas silvestres y mutantes de 5 dpf.
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En este estadio de desarrollo el tectum se encuentra completamente inervado y el

quiasma optico se encuentra ya formado.

Se realizo la inyeccion del compuesto lipofilico Dil a 10 larvas silvestres y 10
larvas mutantes, ambas de 5dpf. Las silvestres fueron tratadas ademas, con PTU
para inhibir la pigmentacion y permitir tanto la inyeccion del marcador como la
visualizacion de éste. En ambos casos, tanto larvas silvestres como mutantes
fueron analizados en diferentes planos permitiendo observar con mayor detalle la
conexion, se tomaron diversas fotografias en plano Z aproximadamente cada .5
UM, las cuales posteriormente eran analizadas. En todos los casos que se
presentaba la marca en las mutantes, se encontré que presentaban una correcta
proyeccién contralateral similar a la que se encuentra en las larvas silvestres

(figura 11), por lo que hay una correcta formacién del quiasma 6ptico (Figura 11 D
yJ).

7.2.2 Estado del epitelio Pigmentado de la retina y de los fotorreceptores en la

mutante vps18M249%aTs

El epitelio Pigmentado de la Retina (RPE) es un epitelio plano que rodea la
retina y que es necesario para la funcién visual, el desarrollo y mantenimiento de
los fotorreceptores. La coloracion del RPE es debida a su contenido de melanina,
la cual se encuentra en organelos llamado melanosomas. En peces a diferencia
de mamiferos, los melanosomas no se presentan en una posicidon constante
dentro de las células del RPE, si no que realizan movimientos en respuesta a
cambios de luz y su asociacién con filamentos de actina es importante para estos
movimientos. Esta diferencia de migracion entre peces y mamiferos es
posiblemente un resultado de adaptaciones oculares como la accion de dilatacion
qgue afecta el cambio en el tamafio de la pupila, lo que da una proteccion de la luz
al segmento externo de los bastones. Se ha visto en mamiferos que los
melanosomas se forman por un proceso denominado melanogénesis que consiste
de varias etapas: Primero se forma un pre-melanosoma que es una estructura no
pigmentada, ovoide, con una membrana limitante poco definida, en esta etapa es

transportada la tirosinasa, ya sea al pre-melanosoma o al melanosoma en etapa I,
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y comienza la sintesis de melanina. Esta melanogénesis continua a través de las
etapas Il y lll, hasta que se encuentra completamente lleno de melaninaenlalVy
el melanosoma se encuentra formado (60). Por medio de la técnica de
microscopia electronica se realizaron observaciones de distintas areas del ojo de
peces cebra a los 3 y 5 dpf tanto WT como mutantes, encontrando defectos en el
epitelio pigmentado de la retina mutante. Se encontré6 un aumento en el longitud
del RPE en la mutante con respecto al WT, tomando mediciones desde distintos
puntos desde la porcion final de los discos membranosos de los fotorreceptores
hasta la membrana del RPE se encontré que la longitud promedio del epitelio en la
mutante es 3 veces mayor con respecto a las larvas silvestres (figura 12 A, By G).
Por otra parte realizando una amplificacién al RPE se encontraron melanosomas
en diferentes etapas de melanogénesis en la mutante a los 3dpf (figura 12C y D) lo
cual es inusual ya que, en las larvas WT, la mayoria de los melanosomas
alcanzan la etapa IV al segundo dia de desarrollo (48 hpf). La presencia de
melanosomas inmaduros apunta a que en la mutante vps18"24°%aT¢ |3 biogénesis
de los melanosomas est4 alterada. Se realiz6 el conteo del namero de
melanosomas que se encontraban en etapa IV en las mutantes para compararlos
con el niUmero presente en esta misma etapa en los silvestres y se encontré que
en promedio el nimero de melanosomas maduros en el epitelio pigmentado de la
retina mutante es 10 veces menor que el nimero presente en larvas silvestres.
Finalmente otro de los cambios que se encontrd en la mutante fue en referencia al
diametro de los melanosomas, se realiz6 la medicion del didmetro de los
melanosomas silvestres y mutantes y se encontré que en promedio el diametro de
los melanosomas presentes en las larvas silvestres es de 0.488 micrometros (se
ha reportado que en promedio en mamiferos es de 0.500 micrémetros (61),
mientras que en promedio el diametro de los melanosomas presentes en larvas
mutantes es de 0.347 micrometros, es decir, los melanosomas en larvas silvestres
son en promedio 1.4 veces mas grandes que en larvas mutantes (Figura 12C, Dy
F).

La sobrevivencia de los fotorreceptores depende de un RPE saludable, ya

gue éste se encuentra involucrado en muchas funciones importantes incluyendo la
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toma y recambio de los segmentos externos de los fotorreceptores, asi como la
biosintesis del retinol (62). Sin embargo aun se desconoce como el nivel de
pigmentacién del RPE afecta estas funciones. Se ha visto que en aves, ranas y
peces cebra albinos los fotorreceptores se forman de manera normal y asi mismo
mantienen un numero normal (63, 64). Sin embargo en algunas cepas de ratones
albinos muestran numeros reducidos de fotorreceptores (65). Debido a esto,
utilizando técnicas de microscopia electronica e histoldgicas (figura 13), se estudio
el estado general de los fotorreceptores en la cepa mutante vps18"249%%T9 5 5 djas
de desarrollo. Se observé que se encuentran bien morfolégicamente (figura 13A 'y
B), sin embargo en cierta medida se pierde su arreglo columnar, lo que es mas
claro en los cortes histolégicos tefiidos con azul de metileno/azure Il en donde
resaltamos los nucleos de los fotorreceptores (figura 13C y D) y en la mutante
parecen apelmazados. Es posible que esto se deba a que en condiciones
normales el RPE le da soporte a los fotorreceptores y cuando el RPE tiene algun
defecto (como en vps18"249%T9) estos se vean afectados. Estos defectos ocurren
progresivamente, ya que en etapas mas tempranas a las observadas (5dpf), como
3pf, el estado general de los fotorreceptores es muy parecido entre larvas

silvestres y larvas mutantes (imagenes no mostradas).

Las mitocondrias en los fotorreceptores de vps18M2499aT9

se ven
aumentadas de tamafio en comparacién con las presentes en los fotorreceptores
de larvas silvestres (figura 13E y F). Se sabe que el homdlogo de vpsl8 en
Aspergillus nidulans (digA), se requiere para mantener una morfologia mitocondrial
normal (25). Pensamos que puede existir alguna relacion con lo observado. Para
ver si el fenotipo que observamos en las mitocondrias de los fotorreceptores se
relaciona con la mutacion de vpsl18, se realizaron observaciones en mitocondrias
en las somitas de la mutante vps18"2*°%3T9 ya que tienen un gran nimero de
mitocondrias que permiten realizar una buena observacién y comparacion.
Encontramos en efecto una gran cantidad de mitocondrias sin embargo no
presentaron un dafio morfologico como el que encontramos en las mitocondrias de
los fotorreceptores por lo que quedaria por explicar porque vemos solo el

fenébmeno en los fotorreceptores pero no en las somitas (Imagen no mostrada).
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El epitelio pigmentado de la retina juega un papel crucial en el recambio de
la membrana fotosensible de fotorreceptores, tanto conos como bastones. El RPE
fagocita y degrada a los componentes lipidicos y protéicos de los discos
membranosos. Los mecanismos moleculares que causan y conllevan a la pérdida
de las puntas de los fotorreceptores son aun desconocidas (66). En el caso de
larvas mutantes de 5 dpf observamos la presencia de restos de discos
membranosos en el RPE (figura 13G-J).

7.2.3 Apoptosis en la retina de la mutante vps18"4992T9

Vpsl18 es parte del complejo HOPS que tiene varias subunidades. Cuando
se estudio la mutacion en la subunidad Vps39 de pez cebra (67) se encontré que
ciertas células de la retina se pierden por apoptosis, lo cual se encontré por medio
del ensayo de TUNEL. Por esa razon decidimos evaluar si algo similar le pasa a la

mutante de pez cebra en vps18 que también es una subunidad de HOPS.

Cuando se realizaron observaciones de la morfologia del ojo por medio de
microscopia electronica, se encontraron células en estado de degradacion en la
retina de larvas vps18"2%%%879 de 5 dpf, en particular en la zona de células
ganglionares de la retina (RGC) (figura 14B). Dado lo anterior se decidio realizar
la técnica de TUNEL, ya que es un método que detecta fragmentacién de DNA
mediante una tincién de los acidos nucleicos en su porcion terminal, o que ocurre
en células en apoptosis, esto se llevdo a cabo en ojos de larvas silvestres y
mutantes de 5 dpf. Se sabe que para dia 5 la apoptosis presente en la retina del
pez cebra es practicamente nula (68), lo cual observamos nosotros también en las
larvas silvestres (Figura 14D). Por otro lado en ese mismo estadio se encontrd
células en apoptosis en la retina de vps18"249%2T9 3| jgual que en la mutante de
Vps39 (67) (Figura 14 F-J).

7.2.4 Ensayo Opto-Motor en larvas silvestres y mutantes vps18"'24992T9

El sistema visual del pez cebra se desarrolla de manera muy rapida en su
etapa embrionaria. Su desarrollo embrionario es externo y existe una gran presion

del entorno para que los sistemas sensoriales sean funcionales rapidamente, de
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tal forma que depredadores puedan evitarse y se pueda comenzar con su
alimentacion (recordando que las larvas cuentan con un vitelo que sirve de fuente
de alimento hasta los 5dpf). La respuesta de las larvas vps18"24°%T9 3| estimulo
de respuesta optocinética (OKR) ha sido previamente estudiado en nuestro
laboratorio (21) en donde se observo que la mutante solo puede realizar un 16%
de lo que se consideraria una respuesta normal. En este trabajo decidimos
explorar la respuesta de la mutante vps18"24°%T9 3| ensayo optomotor (OMR por
sus siglas en inglés) este es un comportamiento locomotor inducido en las larvas
de pez cebra por un patron estimulante en movimiento repetitivo, en este caso al
movimiento de franjas negras y blancas que se desplazan de un lado a otro. Las
franjas se colocan por debajo de las larvas estimulando a que las larvas naden en
la misma direccién del movimiento de las franjas (figura 15A). Es interesante que
hay mutantes de pez cebra, como es el caso de la mutante belladonna (bel) que
tienen problemas en el ensayo de OKR pero llevan a cabo un OMR normal (57).
Para los detalles de como se realizd6 este ensayo ver la seccion de Material y
Métodos. El ensayo (figura 15) se inici6 con un periodo de aclimatacion a la
cantidad de luz de 1 min, se inicia el movimiento de las franjas de derecha a
izquierda (tiempo 1) y después de 1 min se detiene el movimiento de las franjas
por 10 segundos. Se re-inicia el movimiento de las franjas pero que ahora se
desplazan de izquierda a derecha por otro minuto (tiempo 2); nuevamente se
detiene el movimiento de las franjas por 10 segundos mas, por ultimo se re-inicia
el movimiento de las franjas de derecha a izquierda por otro minuto (tiempo 3).
Todo se filma en video y al final se analiza el nUmero de larvas que se
desplazaron hasta el limite de la caja siguiendo el movimiento (figura 15B —-E). A
los 10 minutos de haber hecho el analisis el ensayo (ensayo 1) se repite el mismo
procedimiento (ensayo 2). El ensayo optomotor puede ser confiable para el dia 7 y
a partir de ese momento va a persistir durante la etapa adulta. Se probo la
respuesta, tanto en 5 dpf como en 7 dpf, a tres tipos de larvas; larvas silvestres
(WT), larvas mutantes vps18"249%%T8 y |arvas silvestres tratadas con el compuesto
PTU (WtP) para igualar la hipopigmentacion presente en las mutantes para

Vpsl8. Se cuantificé el namero de larvas que realizaban el ensayo durante el
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minuto que duraba. Lo primero que observamos (figura 15F — G) es que las larvas
mejoran bastante su respuesta entre el tiempo 1 a tiempo 3 (ya sean Wt, WtP 6
Mut), que las larvas de 7 dpf, en general, tienen una mejor respuesta que las de 5
dpf y que las larvas vps18M249%%T9 casi fallan por completo en tener una respuesta.
Entre las larvas vps18"249%T9 |3 mejor respuesta es entre 4 a 6% (figura 15F - G).
Esto es en cierta medida similar a lo observado con el ensayo de OKR (21), en el
que la respuesta esta muy disminuida pero aln esta presente en algunas larvas.
Dado que la respuesta al OMR es mas robusta a los 7 dpf y que los ensayos de
OKR fueron todos realizados en larvas de 5 dpf, valdria la pena repetir los

ensayos de OKR en vps18M249%4T9 3 |os 7 dpf.

7.3 Andlisis de marcadores de espinas dendriticas v la Interaccién entre Vpsl18 vy
8hi2499aTg

Plk2, en la mutante vpsl

7.3.1 Marcadores de espinas dendriticas en el IPL de la mutante vps18M249%aT

Las espinas dendriticas son diminutas protuberancias localizadas a lo largo
de las dendritas de neuronas glutamatérgicas, que estan especializadas en recibir
estimulos excitatorios sinapticos y para ello forman un ancho boton post-sinaptico
en la region mas distal de la espina, la cual se conecta a la dendrita por un cuello
estrecho (39). En el pez cebra se ha reportado la presencia de espinas dendriticas
en las células ganglionares de la retina de peces adultos, en donde se han
clasificado de acuerdo al nimero de espinas y a los patrones de ramificacion que
presentan (42). Debido a multiples evidencias (ver seccién de Introduccién y
Planteamiento del problema) creemos que Vps18 se requiere para la formacion de
espinas dendriticas en neuronas glutamatérgicas. Dado que. vps18"24%%aT9 f3]la en
responder 6ptimamente en los ensayos de vision (OKR y OMR) podria reflejar una
falta de espinas dendriticas en la retina. Células ganglionares de la retina (RGC’s)
establecen conexiones con otras neuronas por medio de espinas dendriticas en la
zona de la retina llamada Capa plexiforme interna (IPL), esta se encuentra entre
dos capas celulares, la de RGC’s y la de células amacrinas y bipolares (69). Por
medio de microscopia electronica, comparamos la morfologia del IPL entre larvas

silvestres y mutantes vps18"249%aT9 (figura 16). No existen cambios dramaticos en
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la morfologia del IPL entre larvas silvestres y vps18"249%T9 como se aprecia en
una vista panoramica (figura 16A - B). A mayores amplificaciones no fuimos
capaces de identificar conexiones sinapticas en el IPL silvestre ni en el IPL
mutante. Para nuestras observaciones nos basamos en la figura 2 del articulo de
Nimchinsky del 2002 (39), donde se presentan imagenes hechas por microscopia

electronica de diversos tipos morfologicos de espinas.

Debido a lo anterior decidimos entonces utilizar marcaje con anticuerpos
que marquen proteinas asociadas a las espinas dendriticas y permitan precisar si
estas se afectan por la ausencia de Vps18. Se escogio un anticuerpo para marcar
la pre-sinapsis (llamado SV2) y otro para marcar la post-sinapsis (llamado
MAGUK). SV2 es un anticuerpo monoclonal que marca vesiculas sinapticas y
MAGUK es un anticuerpo que marca varias proteinas conocidas como PSD por

las siglas en ingles de “Post-synaptic density”.

Se realiz6 una prueba inicial de ambos anticuerpos en ojos de larvas de 3y
5 dpf (figura 17), con ello pudimos ver que ambos anticuerpos para dia 3 se ven
principalmente en el IPL (figura 17B y H), mientras que para el dia 5 ambos
anticuerpos se encuentran tanto en el IPL como en la capa externa plexiforme
(OPL) (figura 17E y K). Tanto en el IPL como el OPL son regiones en donde se
establecen las conexiones sinapticas y por tanto hay pre-sinapsis y post-sinapsis.
El marcaje tardio del OPL tiene que ver con el orden en que aparecen las
diferentes capas de la retina durante el desarrollo del pez cebra. La diferenciacién
de las RGC’s se da muy cercana a la diferenciacion de las células amacrinas.
Estas dos poblaciones celulares forman la capa interna plexiforme entre las 40 y
60 hpf. Escogimos el estadio de 5 dpf para comparar el marcaje de los anticuerpos
SV2 y MAGUK en larvas WT y vps18"24%98T9 (figura 18), mientras que SV2 marca,
tanto en larvas WT como en vps18"249%8T9 |55 regiones de conexion sinaptica IPL
y OPL, el anticuerpo de MAGUK da un marcaje positivo en larvas WT pero
negativo en larvas vps18"24°%T9 (figura 18A - H). Estas observaciones fueron

hechas en el microscopio confocal Olympus FV1000, como se observaron
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diferentes secciones opticas de la muestra sabemos que este resultado refleja lo

gue pasa en toda la retina.

7.3.2 Expresion de Plk2a y PSD95 en la mutante vps18"249%2T9

Nuestra hipoétesis de trabajo se describe en el modelo que se presenté al
principio de este trabajo (figura 5E), basicamente propone que Vpsl18 es necesario
para la formacion de espinas dendriticas en el sistema nervioso, esto se debe a
que Vpsl18, ademas de participar en el trafico vesicular, tiene actividad de ligasa
de ubicuitina tipo E3 y su blanco es la proteina Polo like kinase 2 (Plk2 6 SNK)
(31). PIk2 se encuentra expresada en el sistema nervioso (34) y los niveles de su
MRNA se regulan por la actividad eléctrica de las neuronas. El experimento
reportado en la literatura cientifica que muestra que Vpsl18 induce la degradacién
de PIk2 consistio en que observaron los niveles de la proteina PIk2, por la técnica
de inmunodeteccion de “western blot”, en extractos de células HelLa y cuando se
sobre-expres6é a Vpsl8 desaparecio la marca de Plk2. Al mismo tiempo al
bloquear la expresion de Vpsl8 por medio de shRNA (silenciamiento de RNA)
aumento la expresion de PIk2 (31). Con este experimento en mente llevamos a
cabo un ensayo de inmunodeteccion de PIk2 por “western blot” a partir de
extractos de larvas de 3 dpf tanto de larvas WT como de larvas vps18M249%aTo
homacigas (figura 19A). Los anticuerpos contra Plk2 que existen comercialmente
estan hechos contra las Plk2s de mamiferos. Se adquiri6 un panel que contenia 4
anticuerpos que reconocen regiones diferentes de Plk2 de humano (BETHYL
AbVanced Panel of PLK2. Los anticuerpo probados fueron: Anticuerpo BL1692
qgue reconoce el fragmento 1 — 50, el anticuerpo BL1693 es especifico por la
region 350 — 400, el anticuerpo BL1694 reconoce los aa 575 — 625 y el BL1695
reconoce la regién carboxilo terminal (aa 625 — 685), de ellos solo el anticuerpo
BL1694 reconoce a Plk2 de pez cebra. En pez cebra hay dos genes de Plk2
llamados Plk2a y Plk2b (lo cual revisaremos con detalle mas adelante) con un
peso molecular de 77.3 y 74.4 kDa respectivamente, al realizar el “western blot”
observamos que el anticuerpo BL1694 reconoce 2 bandas del peso molecular

esperado para ambos genes Plk2 de pez cebra (figura 19A) tanto en extractos de
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ghi24%%aTg £ | caso de larvas WT

larvas de 3 dpf WT y homdécigos vpsl
observamos que la banda de mayor peso molecular (probablemente Plk2a) es
mucho menos abundante que la banda de menor peso molecular (probablemente
Plk2b). Un comportamiento diferente fue observado en los extractos de proteina
de larvas vps18"249%aT9 hom@cigas en las que hay un aumento importante en la
expresion de Plk2a mientras que PIk2b se mantiene igual o aumenta ligeramente.
Nuestro control de carga se realizé sobre la misma membrana y se utilizd un

anticuerpo que reconoce a la alfa-tubulina que tiene un peso molecular de 50 kDa.

El notable aumento en la cantidad de Plk2a en las larvas mutantes que
carecen de Vpsl8 respalda nuestro modelo (figura 5E) de que en el pez cebra la
ubicuitina ligasa de Plk2a es Vps18. Sin embargo Plk2b no se ve afectada, por esa
razén realizamos una comparacion de los posibles sitios de ubicuitinacion entre la
Plk2 de rata y Plk2a y b de pez cebra (figura 19D). para ello empleamos el
programa “UbPred” (www.ubpred.org) (70) que, segun sus autores, predice hasta

con un 80% de certeza la posicion de los sitios de ubicuitinacion de una proteina.
Utilizamos la secuencia de Plk2 de rata (rattus norvegicus) debido a que en esta
proteina en particular se describié la ubicuitinacion por Vpsl8 (31). Como se
observa en la figura 19C existen 3 sitios posibles de ubicuitinacibn que estan
conservados entre rata y pez cebra, estos son los aminoacidos en las posiciones
384, 387 y 435 de Plk2 de rata que corresponden a los aminoacidos 366, 369 y
420 de Plk2a de pez cebray 359, 362 y 410 de Plk2b de pez cebra. Es interesante
gue mientras que solo la lisina 387 de rata se conserva tanto en Plk2a y Plk2b de
pez cebra, las lisinas 384 y 435 de Plk2 de rata son también lisinas en Plk2a de
pez cebra. En Plk2b de pez cebra son arginina y prolina, respectivamente. Nuestro
experimento de “western blot” (figura 19A) sugiere que Vpsl8 puede ubicuitinar a
Plk2a pero no a Plk2b, lo cual nos hace pensar en las lisinas 384rata-Plk2/366pez-
Plk2a 6 435rata/420pez-Plk2a como candidatas en Plk2a para ser reconocidas y
ubicuitinadas por Vpsl8 de pez cebra ya que en las respectivas posiciones de
Plkb no hay lisinas. Otra posibilidad es que la lisina 387rata/369pez-Plk2a/362pez-
Plk2b sea el aminoécido ubicuitinado pero Vpsl18 solo ubicuitina a Plk2a mientras

gue PIk2b es el blanco de otra E3 ubicuitina ligasa.
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La segunda parte del modelo propuesto sobre la participacion de Vps18 en
la formacion de espinas dendriticas (figura 5E) consiste en que la degradacion de
Plk2 permite que SPAR se mantenga en las neuronas (Plk2 induce la
ubicuitinacion de SPAR), dado que no existe ningun anticuerpo comercial contra
SPAR compatible con pez cebra, seleccionamos probar la abundancia de PSD95
con un anticuerpo comercial (NeuroMab). Se sabe que PSD-95 es una proteina de
andamiaje que organiza la densidad post sinptica regulando la sefalizacion de
los receptores a un complejo que también tiene F-actina. Nuestra logica es que si
hay un nimero menor de espinas dendriticas debe de haber una reduccién en la
abundancia de PSD95. El analisis tipo “western blot” mostré que PSD95 disminuye
en larvas homécigas vps18M249%4T9 con respecto a larvas WT (figura 19C). Aunque
el cambio no es dramatico, pensamos que los niveles de PSD95 en la mutante no
son los normales. Cabe mencionar que para estos “western blots” se emplearon
extractos de larvas completas y que un mejor andlisis seria realizar estos ensayos
solo con tejido de la retina, lo que permitiria un analisis mas preciso de lo que le

pasa a las espinas dendriticas en la retina.
7.3.3 Andlisis filogenético de los genes Plk2 y SPAR

Las dos copias de Plk2 en el genoma del pez cebra se encontraron por
medio de busquedas por homologia en la base de datos ENSEMBL
(www.ensembl.org/danio), mientras que plk2a se encuentra en el cromosoma 10
(4,318,090 — 4,327,311), plk2b se localiza en el cromosoma 8 (17,598,092 —
17,605,595) entre ellos tienen una alta identidad (67%). Busquedas de PIk2 en las

bases de datos de otros peces teleostos, como Fugu (Takifugu rubripes) o Medaka
(Oryzias latipes) arroj6 como resultado una sola copia de Plk2 que esta
filogenéticamente mas cercana a Plk2a que a Plk2b como muestra nuestro
analisis filogenético (figura 20A). El que Plk2a estd méas conservada que Plk2b lo
respalda también el hecho de que cuando se realizé la filogenia de PIk2 de varios
organismos invertebrados y vertebrados se encontr6 que Plk2a de pez cebra esta
en la misma rama que PIk2 de anfibios y mamiferos, mientras que Plk2b queda
fuera de este grupo (figura 20B). SPAR tiene también dos copias que llamamos;
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spar a en el cromosoma 20 (28,675,798 — 28,724,187) y spar b en el cromosoma
11 (32,205,623 — 32,269,516). Al parecer SPARa es méas similar a SPAR de
mamiferos que SPARDb ya que la primera se agrupa en el mismo clado, mientras
gue SPARDb no lo hace (figura 20C). Esta informacion es importante para nosotros
ya que nuestro modelo (figura 5 E) contempla que la funcion de Vps18 va a influir
sobre la abundancia de Plk2 y SPAR y en consecuencia participar en la formacion

de espinas dendriticas.
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Figura 7. Genotipificaciones A. Biopsia de aleta caudal que se utiliza para genotipificar a
los peces B. Esquema representando la posicién del virus y de los oligonucleétidos en el
gen vpsl8 C. Electroforésis de DNA (gel) que muestra los marcadores de peso molecular
y en el carril 1 una banda de 266 pares de bases, que representa a un pez WT
(amplificacion entre el Oligo-1 y el Oligo-2) y en el carril dos con las dos bandas de 266 y
186 pares de bases (amplificacion entre el Nu-3 y el Oligo-2) que representan a alelo WT y
el alelo mutado en el pez portador o heterécigo. D. Un gel de genotipificacion, flechas
verdes superiores portadores (+/-), flechas rojas inferiores no portadores (WT +/+). Al
Oligo-1y Oligo-2 también los llamamos EM11 y EM67 respectivamente.
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Figura 8. Morfologia de motoneuronas en larvas WT y Tg(isl1:GFP);vps18hi2499aTg A
B, C, D e | muestran larvas WT, mientras que E, F, G, H y J muestran larvas
Tg(isl1:GFP);vps18hi249%9aTe Se tomaron fotografias a 3 aumentos: 10X (A, B, E, F),
20X (C, D, G y H) y 40X (I y J). Las motoneuronas se observan expresando a la
proteina verde fluorescente (GFP) bajo el control del promotor islet-1 (B, D, F, H, 1, J,
Ky L). Las larvas se fotografiaron también en campo claro para mostrar la region en el
tronco del pez en donde se realizaron las observaciones (A, C, Ey G). En Ky L se
presenta una amplifcacion de las motoneruonas en donde se distinguen los cuerpos
neuronales sefialados por flechas blancas. Todas son larvas de 5 dpf exceptoen | - L
gue son de 7 dpf. Las barras representan 150 um (A, B, Ey F), 100 um (C, D, Gy H),
30um (ly J)y 10 um (K y L).
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Figura 9. Comparaciones entre neuronas expresando GFP en el area de la
cabeza en larvas WT y Tg(isl1:GFP);vps18hi2499aTg de 5 dpf. A, C y E son larvas
WTy B, Dy F son larvas mutantes Tg(isl1:GFP);vps18h2499%aTs, En A y B el ojo
se seflalan neuronas expresando GFP por un flecha blanca. En C y D se
muestran neuronas que observamos inervando los musculos de la mandibula.
Ademas se obervaron algunas neuronas de la retina (E y F). Las barras son de
150 um (A, B, Ey F) y de 30 uym (C y D).
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Figura 10. Método para el marcaje retinotectal en larvas de pez cebra. A. Esquema
del sistema visual del pez cebra, en donde se observa como la retina, en un lado del
pez, se conecta con el tectum del lado opuesto. B. Ojo de pez cebra de 5 dpf con
flechas indicando las regiones nasodorsal (flecha superior) y ventrolateral (flecha
inferior) en donde se realizan las microinyecciones. C. Diagrama de trayectoria de la
microinyeccion del fluoroforo Dil. D y E. Microscopio estereoscépico Stemi-SV6 en
donde por medio de un microinyector y capilares que sirven como agujas se realizaron
los marcajes retinotectales. F. Las larvas fijadas previamente se embeben en agarosa
en una posicion que facilita el procedimiento. La barras representan 150 um (B) y 1
mm (F).
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Figura 11. Marcajes retinotectales en larvas WT y vps18hi2499aTg A — F son larvas
WT, mientras que G — L son larvas mutantes de la cepa vps18hi2499aTg todas las
larvas son de 5 dpf. Los marcajes se realizaron en ambos ojos tal como se explica
en la seccion de metodologia y se fotografiaron en un microscopio de
epifluorescencia con un filtro para Dil (excitacion 550 y emisién 580 nm). En B y H se
puede observar la localizacién del tectum (flechas blancas), mientras que en E y K
se sefiala con flechas amarillas el sitio en donde se cruzan los nervios Opticos de
ambos ojos formando el quiasma o6ptico. Los ojos de las larvas mutantes son un
poco mas chicos que los de las larvas WT, sin embargo no notamos ninguna
diferencia importante del marcaje retinotectal, entre peces WT y mutantes. T=
Téctum Optico, O= Ojo, Q= Quiasma Optico. Las barras representan 100 pm.

58



E Num. Melanosomas E Diametro de

por UM? Melanosomas
15 0.6 W,
Wt, 12 0.488
g ut,
€10 — 0.4 035
o
9 g
%: 5 ——m — 0.2 —
= Mut, 1.2
o L U 0
Longitud del RPE
G 12 l\lluf,
9.64
10
8
= Wt,
56 4.02
4
2 (S
0

Figura 12. Microscopia Electrénica del Epitelio Pigmentado de la Retina (RPE) en larvas de pez
cebra 5 dpf. En Ay C se muestran larvas WT y en By D larvas vps18hi2499aTg | as flechas
blancas en A y B muestran el area del RPE. En B se aprecia una reduccion en el nimero de
melanosomas en la mutante de Vps18 y aquellos presentes se encuentran en diferentes etapas
de melanogénesis (D), lo cual es inusual en este estadio de desarrollo en larvas WT (C). E
Gréfica del nimero de melanosomas por um?, F Gréfica del Diametro promedio de los
melanosomas. G Longitud del RPE. Las barras representan 5 pym (Ay B) y 1 um (C y D). DM=
Disco Membranoso. RPE=Epitelio Pigmentado de la Retina. me = melanosoma.
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Figura 13. Estado general de los fotorreceptores en ojos de larvas de pez cebra observado por microscopia
electrénica y técnica histolégica (tincion de “azul de metileno - azure II” en cortes). Larvas WT de 5 dpf en
A, C y E. Larvas mutantes vps18hi249%aTs en B, D, F, G, H, | y J. En A - D se puede apreciar que los
fotorreceptores de vps18hi2499aTe no tienen el mismo arreglo columnar ordenado de los WT. En C y D se
realizé una tincién de “azul de metileno - azure II” en cortes de 2 ym de larvas embebidas en metacrilato,
los nucleos de los fotorreceptores se delimitaron en color negro. E y F Algunas mitocondrias (flechas rojas)
se ven de mayor tamafio en las larvas vps18hi249%aTg, | os melanosomas se sefialan con flechas amarillas.
En G se presentan restos de discos membranosos en el RPE de la mutante, el recuadro rojo representa la
zona ampliada en H. En | y J se muestran otros ejemplos de discos membranosos. DM= Disco
Membranoso. RPE=Epitelio Pigmentado de la Retina. Flechas Rojas: Mitocondrias. Flechas Amarillas=
Melanosomas. Las barras representan 15 pym (Ay B), 10 um (Cy D), 2 um (E, FyH),5um (G)y 1 um (ly
J).
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Figura 14. Apoptosis en la retina de vps18hi249%aTg A En una retina de pez cebra 3 dpf
mutante se muestra la zona (ver recuadro blanco) de células ganglionares de la retina
(RGC’s), la muestra se embebié en metacrilato, se cortaron secciones de 2 ym de
espesor y se llevo a cabo una tincion de “azul de metileno - azure II”. B Microscopia
electronica de células en estado de degradacion, avanzado (flecha roja) o intermedios
(flecha amarilla), célula en buen estado (flecha verde). Ojo WT 5 dpf (C y D) y Ojo de
la mutante vps18hi2499aTe 5 dpf (D, F, G, H, | y J) tratados por la técnica de TUNEL. En
la mutante vps18Mi2499aTe ghservamos, por fluorescencia un aumento de células en

apoptosis (ver amplificaciones G — J) en la retina. Las barras represntan 50 pym (A), 5
um (B) y 100 ym (C - F).
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Figura 15. Respuesta al ensayo optomotor de vps18hi2499aTa. En A se muestra un diagrama
del dispositivo utilizado para el ensayo optomotor. Se registra el movimiento de nado de las
larvas sobre franjas negras que se desplazan de un lado a otro. El ensayo se realiz6 en larvas
de 5dpf (B, Cy F)yde 7 dpf (D, Ey G), tanto WT (B, D) como mutantes vps18hi2499aTg (C y E).
B — E fotos de las cajas con las larvas antes de iniciar el ensayo y al terminar 3 recorridos (c/u
de 1 min) de las franjas negras en direcciones opuestas (tiempo 1 — tiempo 3). Los resultados
se resumen en F y G: Por cada grupo de peces se realizaron 2 ensayos separados por 10 min
(por ejemplo Wt-1 y Wt-2), cada ensayo consitio6 de 3 estimulos (tiempo 1 — tiempo 3)
cambiando la direccion del movimiento de las franjas negras cada vez (A). Las barras en las
gréficas (F y G) representan el porcentaje de larvas que realizaron el estimulo correctamente.
W1P corresponde a larvas WT tratadas con PTU y que inhibe la pigmentacion en los peces y
Mut se refiere a las larvas mutantes vps18hi2499aTg_ | as barras en B — E representan 2 mm.
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Figura 16. Comparacién de la morfologia de la capa interna plexiforme (IPL) de la
retina. Por microscopia electronica se observo la region de la retina del IPL de
larvas WT (A) y vps18hi249%aTe (B), A baja amplificacién no se ven diferencias entre
larvas Wt y mutantes, cuando se observaron las muestras a mayor amplificacion no
logramos detectar sinapsis, ni en las muestras WT ni las mutantes (C y D
respectivamente). Si encontramos algunas vesiculas sinapticas que se sefialan
con flechas rojas. Las barras representan 5 ym (A y B) y 100 nanometros (Cy D).
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Figura 17. Inmunotinciones en ojos de larvas de pez cebra. Los ojos fueron disectados alos 3dpf ( A-CyG-1)y
5 dpf (D —FyJ-L) todos provienen de larvas WT. Se probaron los anticuerpos llamados SV2 que marcan la
presinapsis (B y E) y los anticuerpos llamados MAGUK que marcan la postsinapsis (H y K). Los 0jos se muestran
con iluminacién DIC (A, D, G y J), con fluorescencia (B, E, H y K) y sobrelapando DIC y fluorescencia (C, F, | y L)
lo que ayuda a establecer la regién del marcado con los anticuerpos. Las flechas amarillas marcan la Capa interna
plexiforme (IPL) y las flechas verdes la Capa externa plexiforme (OPL por sus siglas en ingles). Las barras
representan 100 pm.
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Figura 18. Inmunotinciones en larvas WT y vps18hi2499aTg g |os 5 dpf. Empleando el
microscopio confocal Olympus FV1000 se obtuvieron imagenes de inmunotinciones de
ojos empleando el anticuerpo SV2 (A — D) que marca la pre-sinapsis, y el anticuerpo
MAGUK (E — H) que marca la post-sinapsis. El ensayo se realiz6 en ojos obtenidos de
larvas WT (A, C, E y G) y de mutantes vps18h24%aTe (B, D, F y H). El IPL (siglas en
ingles de capa interna plexiforme) se sefiala con flechas o letreros amarillos y el OPL
(siglas en ingles de capa externa plexiforme) con flechas o letreros verdes. La flecha
blanca marca la regién de los fotoreceptores como la resalta el colorante de nucleos
DAPI. El asterisco indica la posicion del lente. El anticuerpo SV2 (pre-sinaptico) marca
el IPL y el OPL tanto en larvas WT como en vps18h2499aTg  sin embargo el anticuerpo
MAGUK (post-sinaptico) marca el IPL y el OPL en las larvas WT pero no en las larvas
mutantes. C, D, G y H son amplificaciones de A, D, E y F respectivamente. Las barras
representan 100 ym (A, B, Ey F)y 20 um (C, D, G y H).
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Figura 19. PIk2 y PSD-95. A. “western blot” con extractos de larvas 3 dpf WT y
vps18hi249%aTe en donde se muestra un aumento de expresién de Plk2a en la
mutante de vps18, pero no asi de Plk2b. Control de carga alfa-tubulina (a-tub). B.
Clonacion de los genes plk de pez cebra, se muestra un fragmento amplificado de
plk2b. C. La mutante también tiene un disminucién en la expresion de la proteina de
densidad post-sinaptica PSD95. D. Alineamiento multiple de la region central de las
proteinas Plk2 de rata y pez cebra que muestra los posibles sitios de ubiquitinacién
por Vps18. Se muestra la numeracion de aminoacidos de la secuencia de rata.

67



rerio plk2b

100

100

100]
]

rubripes

nigrovirdis

70[

latipes

aculeatus

e oo A AP

rerio plk2a

S. cerevisiae

99

oo C.elegans
L

D. melanogaster

99

D. rerio plk2a

100

100

X. laevis

o =

100 . sapiens

. musculus

o

. rerio plkZb

100

C.elegans

100

D.melanogaster

100

100

D.rerio SPARa

X _laevis
100 M.musculus

H.sapiens

D.rerio SPARD

Figura 20. Filogenia de las proteinas PIk2 y SPAR. Los arboles se construyeron con
el programa MacVector (versién 12.7.4) utilizando secuencias de aminoacidos y el
método de “Neighbor Joining” comprobando cada nodo con "Bootstrap” de 1000
repeticiones. Los nimeros en cada nodo reflejan el porcentaje de confianza. En Ay B
se presenta la filogenia de PIk2 y en C la de SPAR. A. En el grupo de peces teleostos
solo pez cebra tiene dos copias llamadas Plk2a y Plk2b, la posicion de estas dos
copias (B) refleja que Plk2a es mas similar a PIk2 de vertebrados que Plk2b. C. La
proteina SPAR también se presenta en dos copias en pez cebra, la copia SPARa es
mas similar a la proteina de vertebrados que la copia SPARD.
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8. Discusion

El presente trabajo tuvo como objetivo analizar la mutante de vps18 desde los

puntos de vista morfolégico, funcional y molecular.

Desde el punto de vista morfolégico se analiz6 el estado de las motoneuronas, la
formacién del quiasma Optico y el estado general de la retina.

Inicialmente se plante6 como una posibilidad que el sistema neuro-motor de la
mutante pudiera presentar defectos y, aunque el pez perciba las imagenes, no es
capaz de responder a ellas con movimiento ocular, lo cual podria explicar la
disminucién de la larva mutante al ensayo optocinético. Para determinar si la
mutante vps18"24°%8TY tiene un ndmero normal de motoneuronas y ademas si
estas tienen una morfologia normal, se cruzé a la cepa vps18"29%8T9 con la cepa
Tg(isl1:GFP), la cual expresa GFP bajo el promotor del gen Islet-1 (isl-1) el cual es
un miembro de la familia de proteinas de homeodominio LIM y es un marcador
temprano del desarrollo de motoneuronas. Se realiz6 un seguimiento de larvas
silvestres y larvas mutantes, realizando observaciones y tomando fotografias en
dias 3, 5y 7. Durante estas observaciones no se encontraron anormalidades ni en
la forma ni en el desarrollo de las motoneuronas expresando GFP. Lo cual nos
permite pensar que en particular este tipo de motoneuronas no se ven afectadas
en la mutante del gen vps18. Sin embargo existen otro grupo de motoneuronas

gue no son marcadas por islet-1 que podrian estar involucradas (figuras 8 y 9).

Se encontré que el marcaje del nervio Gptico utilizando el compuesto lipofilico Dil,
mostré que se presenta una formacion adecuada quiasma o6ptico, al haber una
correcta proyeccion contralateral en las larvas mutantes. En base a esto
pensamos que parece no haber un cambio que pudiera explicar el comportamiento
de la larva mutante vps18 "24%93T9 en | ensayo optocinético, como en el caso de
otras mutantes o en el caso de personas albinas que presentan parte
proyecciones anormales (58, 59). Por otra parte encontramos que las diferencias
que en algunas ocasiones se llegaban a encontrar (intensidad de marca), eran

producto de artefactos por la técnica, ya que ésta depende de el sitio de marcaje y
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la correcta difusion del compuesto. Como se mencion0 la inyeccién debe hacerse
en dos sitios del ojo de la larva para una marca completa y adecuada del tectum
por lo que cualquier cambio en estos sitios conlleva a una marca distinta, sin
embargo todas aquellas larvas en las que se encontraba marca completa tanto en
mutantes como en silvestres morfologicamente no presentaban diferencias entre
ellas que pudieran indicar que esta inervacion es causal de alteraciones en las

respuestas Opticas de la larva mutante (figura 11).

El estado general de la retina, mostr6 que el RPE en la mutante se encuentra
agrandado casi al doble de tamafio que en el silvestre, aun no sabemos la causa
de esto, buscando en la bibliografia no encontramos alguna situacién similar en
albinismo o bien problemas de trafico vesicular. Por otro lado se encontré que el
nimero de melanosomas maduros por pM? es diez veces menor en la mutante y
presentan en promedio un tamafio 1.3 veces mas pequefio que los silvestres (los
cuales presentan casi el tamafio promedio de melanosomas en mamiferos), estos
datos nos permiten pensar que vpsl8 se encuentra involucrado en una correcta

biogénesis de los melanosomas (figura 12).

Imagenes de los fotorreceptores mostraron que los fotorreceptores parecen perder
de manera progresiva su arreglo columnar, esto podria ser debido a que el RPE
es el responsable de darle soporte. Por otra parte las mitocondrias que se
observaron en la mutante presentaban morfologia o tamafio diferente al presente
en las larvas silvestres, por lo que se buscé si esto era directamente relacionado
con la mutacién o bien un efecto indirecto. Para ello se realiz6 una basqueda de
mitocondrias en musculo en la mutante encontrando que presentaban una

morfologia normal (Imagen no mostrada).

Se sabe que el RPE es responsable del recambio de los fotorreceptores (71), en
la mutante se encontraron diversos restos de discos membranosos a lo largo del
RPE. Se ha visto en la mutante de vpsl8 de C. elegans que fagosomas que
contienen cuerpos celulares internalizados son incapaces de fusionarse con

lisosomas para su degradacion (71). Por lo que es posible que estos restos
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presentes en el RPE de la mutante sean discos membranosos incapaces de

degradarse.

Por medio de microscopia electronica se encontré la presencia de cuerpos
celulares en degradacion, lo cual fue confirmado mediante la técnica de TUNEL, la
cual mostro que el ojo de la mutante presenta un mayor nimero de cuerpos en
apoptosis comparado con el silvestre. Sabemos que para dia 5 post fertilizacion la
retina de larvas silvestres presenta una apoptosis casi nula (68), lo cual también
pudimos corroborar nosotros. La presencia de apoptosis en diferentes zonas del
0jo pudiera ser debida tanto a fallas producto de problemas en el trafico vesicular

como bien de problemas en el sistema nervioso.

Desde el punto de vista funcional se analizo la respuesta al ensayo optomotor. El
ensayo optomotor reveld una respuesta maxima de entre 4 a 6% en larvas
mutantes, a diferencia del casi 100% observado en larvas silvestres (ambos
ensayos en larvas de 7 dpf; figura 15 D, E, y G).

En el 2005 se presentd una coleccibn de mutantes, las cuales presentaban
fenotipos variados en su morfologia ocular, a estas mutantes se le someti6 a la
prueba tanto optomotora como optocinética. En este ensayo se encontré que
morfologias que van desde ausencia de fotorreceptores o de células ganglionares
de la retina hasta desarreglo de los fotorreceptores o errores en la proyeccion

retinotectal mostraban defectos en ambas pruebas (58).

Tomando en cuenta esto y las observaciones morfolégicas que realizamos (ver
apartado 7.2.2), la baja respuesta de la mutante vps18"249%T9 z| ensayo
optomotor podria deberse a una combinacion entre el desarreglo que se encuentra
presente en los fotorreceptores y la disminucion de espinas dendriticas que
encontramos reflejada en la disminucion marca de anticuerpos (ver Western Blot e

Inmunotinciones en 0jos).

Finalmente desde el punto de vista molecular se analiz6 a los marcadores
presentes en Espinas Dendriticas y la Interaccion entre Vpsl8 y Plk2, en la

Mutante vps18M2499aTg,
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Los resultados mostrados en las inmunotinciones de o0jos mostraron una
disminucién en la marca del anticuerpo post-sinaptico MAGUK en la mutante de
vpsl8, al ser MAGUK un marcador de las proteinas de densidad post sinaptica
este resultado sugiere que en la mutante de vpsl8 las espinas dendriticas (post-
sinapsis) se encuentran afectadas y no asi la pre-sinapsis al mostrar una marca
normal de SV2, en el caso del IPL esas espinas deben de provenir de las RGC’s y
las pre-sinapsis de células amacrinas o bipolares (69). En el OPL las regiones
post-sinapticas deben de provenir de células horizontales y las parte pre-sinaptica

de fotorreceptores (72).

El presente proyecto ha tenido como objetivo el probar una via de regulacion
negativa de vps18 sobre plk2 (Figura 5 C, D y D’). En la cual proponemos que la
falta de vps18 conllevaria a un incremento de la proteina de plk2, este aumento de
plk2 a su vez presentaria una disminucion de la proteina de andamiaje SPAR
dando como resultado final la falta de espina dendritica madura (37). Las
inmunotinciones reflejan esta via propuesta al ser MAGUK marcador de la familia
PSD, siendo que PSD-95 se encuentra en directa interaccion con la proteina
SPAR. Algo que también se vio reflejado mediante el ensayo de Western Blot para
PSD-95 (figura 19 C).

Aunque estos resultados deberan confirmarse con otros marcadores similares
nuestros resultados sugieren que Vpsl8 es necesario para la formacion de

espinas dendriticas en neuronas glutamatérgicas.

Aunado a esto por Western Blot se encontré6 un aumento de una de las copias de
Plk2, Plk2a (figura 19A y D) que creemos se debe a que es la copia que conserva
los posibles sitios de ubicuitinacién presentes en rata. Ensayos de ubicuitinaciéon
‘in vitro” combinados con variantes de Plk2 de pez cebra con mutaciones

puntuales ayudaria a entender mejor estos mecanismos de regulacion.
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9. Conclusiones

9.1 Descripcion del fenotipo general y defectos en el sistema visual de la mutante

Buscando una posible explicacién a la disminucién de la respuesta al
ensayo optocinético en la mutante, se analizaron las motoneuronas que marca
islet-1 lo cual nos llevo a la conclusion que las motoneuronas marcadas parecen

no presentar problemas, durante su desarrollo en la mutante vps18"2499aT9

, ya que
morfolégicamente pareciera no haber cambios en las motoneuronas marcadas por
este gen (figura 8). Sustentando esto se encuentra la evidencia de videos de
movimientos oculares espontaneos muy similares entre mutantes y silvestres, sin
embargo para un estudio mas minucioso se podria realizar el andlisis de
motoneuronas con el anticuerpo Znpl que es capaz de marcar los tres tipos de
motoneuronas presentes en el pez cebra, en vista de que el transgén de islet-1-
GFP solo marca un solo tipo de motoneuronas. Y por otra parte la realizacion de

registros de las motoneuronas para comprobar su actividad.

Ademas de esto se realiz6 un andlisis del quiasma 6ptico encontrando
que los axones de las células ganglionares de la mutante se encuentran formando
el quiasma éptico con una conexion contralateral correcta, sin embargo existe un
cambio en el angulo de los axones que lo conforman, dado que este cambio
parece no ser significativo no pensamos que puedan explicar la disminucion en la
respuesta al ensayo optocinético que tienen los peces cuando no expresan a
vpsl8 (figura 11).

Realizando un andlisis ain mas minucioso de diversas capas celulares
presentes en la retina del pez cebra encontramos que en larvas mutantes en
estadios tardios existe una presencia de melanosomas en diferentes etapas de
melanogénesis en el epitelio pigmentado de la retina, lo cual se presenta en
silvestres pero en etapas tempranas (figura 12). Por otra parte los fotorreceptores
van perdiendo el arreglo columnar de manera progresiva a lo largo del desarrollo y

las mitocondrias presentes en los fotorreceptores de la mutante se encuentran

73



agrandadas de tamafo, sin embargo esto no es un fendmeno general ya que

mitocondrias presentes en somitas no presentan esta caracteristica (figura 13).

Por otra parte se encontré6 que hay un mayor numero de cuerpos en
apoptosis, sin embargo no sabemos si hay un aumento en la apoptosis en nuestra
mutante o bien hay un problema de degradacién de estos cuerpos en apoptosis lo
gue hace que se vayan acumulando y por ende se ve el incremento en el nimero
de marca positiva de cuerpos apoptoéticos. Aunque cabe resaltar que este mismo
fenotipo se encuentra presente en otra mutante del complejo al que pertenece
vps18 HOPS (figura 14).

Finalmente tomando en cuenta que solo contabamos hasta el momento
con un ensayo de respuesta visual de las mutantes se realiz6 el ensayo optomotor
donde encontramos una respuesta muy baja de las larvas mutantes (>90% menor
con respecto a las silvestres) aunque mejoran su respuesta entre el tiempo 1y el
tiempo 3 al igual que lo observado en las larvas silvestres y silvestres tratadas con
PTU (figura 15).

9.2 Andlisis de marcadores presentes en Espinas Dendriticas y la Interaccion
8hi2499aTg

entre Vpsl18 y Plk2, en la Mutante vpsl

De las capas de la retina realizamos un enfoque especial en la capa
interna plexiforme al ser este el sitio de interaccion entre células ganglionares y
améacrinas o bipolares, donde encontramos que la morfologia de la capa interna
plexiforme es muy similar entre larvas silvestres y mutantes. Sin embargo a mayor
acercamiento encontramos una acumulacion de vesiculas en la capa interna
plexiforme de la mutante (figura 16). Tomando en cuenta que nuestro proyecto
tiene un enfoque importante hacia la formacion de espinas dendriticas (figura 5D)
se realizé una busqueda de estas estructuras mediante la técnica de microscopia
electrénica, sin embargo al no encontrar estas estructuras claramente definidas,
se opto por realizar inmuno-marcajes. Para ello se utilizaron dos marcadores, un

marcador pre-sinaptico que, SV2 el cual mantiene su marcaje entre silvestres y
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mutantes (figura 18 A y B) y un marcador post-sinaptico, MAGUK, el cual present6
un decremento significativo en la sefial del anticuerpo en ambas capas plexiformes
en el ojo de la larva mutante. MAGUK es un marcador de la familia de PSD-95, la
proteina PSD-95 forma complejo con SPAR una de las proteinas propuestas en la
via (figura 5 C). Dado este resultado inferimos que Vpsl8 es necesario para la
formacion de espinas dendriticas. Lo cual se ve reflejado en el decremento de la
proteina post-sinaptica MAGUK (figuras 5D y 18E-F).

Continuando con la comprobacion de la via propuesta, realizamos la
técnica de “western blot” para la proteina Plk2, esperando encontrar un aumento
en la expresion de Plk2 en la mutante carente de vps18 (figura 5 C) y encontramos
qgue por una parte nuestro anticuerpo detectaba ambas copias de PIk2 presentes
en pez cebra (Plk2a y Plk2b) y que por otra parte el ensayo mostraba un aumento
de la expresién de la proteina Plk2a en la mutante, lo cual parcialmente habiamos
predicho (figuras 19A y 5C). En la busqueda de una posible causa de porque
Plk2b no presentaba cambios entre WT y mutante, realizamos un andlisis en la
secuencia de ambas Plk’s encontrando que Plk2b carece de dos posibles sitios de
ubicuitinacion que se encuentran presentes en Plk2a (figura 19C), los cuales
concuerdan con lo predicho para la secuencia de rata (modelo utilizado para

comprobar degradacion de plk2 por vps18).

Finalmente realizando el ensayo de Western blot para ver variaciones en
la proteina PSD-95 (ya que no contamos con un anticuerpo para SPAR) se
encontré una disminucién en la expresion de la proteina PSD95 en la mutante, lo
cual esperdbamos en concordancia a la via que planteamos como hipotesis
(figuras 19B y 5C).

En base a esta evidencia consideramos que la falta de vps18 conlleva a
un aumento de una de las copias de Plk2, y que la falta de vps18 resulta en una
disminucion en la expresion de PSD95 lo cual concuerda parcialmente con la via
propuesta (figura 5C) y por otra parte, esto se ve reflejado en las inmunotinciones
de ojos donde encontramos un decremento importante en la marca del anticuerpo

MAGUK concordando nuevamente con nuestra hipoétesis (figuras 5D- D’ y 18 E-F)
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10. Perspectivas

10. 1. Trasplante de células WT a mutante y de células mutantes a WT.

Con la finalidad de determinar si el efecto observado es autonomo y
ademas si es posible rescatar de manera parcial o total la respuesta a los ensayos
optocinético y optomotor, se propone trasplantar células WT (marcadas
previamente para su identificacion con algun colorante) en embriones mutantes
(en estadios tempranos) de tal forma que las células trasplantadas tengan como
destino final ser células ganglionares en los embriones receptores. Una vez que se
tienen estos embriones mutantes con células ganglionares silvestres se
someterian a las mismas pruebas que se han hecho con anterioridad (ensayos
visuales optomotor, optocinético e inmunotinciones). Por otra parte se pretende
realizar el mismo ensayo utilizando como células donadoras las mutantes y el
embrion receptor es WT. En el caso de las células silvestres donadoras en un
receptor mutante, si el efecto es autbnomo se esperaria una recuperacion parcial
en los ensayos visuales. Mientras que si el efecto no es autbnomo se esperaria
gue no se viera mejoria. En caso contrario siendo donadoras las células mutantes
en receptores silvestres, en caso de ser autbnomo se podria fenocopiar
parcialmente la respuesta al ensayo optocinético, en caso de no ser autbnomo no

se veria cambio alguno en la respuesta a los ensayos visuales.

10.2 Rescates por medio de la microinyeccién de morfolinos para plk2a vy plk2b

Se podria intentar rescatar el fenotipo en sistema nervioso de las mutantes
inhibiendo la expresion de PIk2 (a y/o b), se inyectara el morfolino de plk2 en
embriones mutantes, esto, de acuerdo a la via propuesta permitiria la formacién
de espinas dendriticas y se recuperaria tanto el marcaje con anticuerpo MAGUK
como la expresion de PSD95 en la mutante. Se debera inyectar morfolino para
plk2a, plk2b y en ambos casos determinar la participacion de cada uno en el
fenotipo mutante a nivel sistema nervioso. Ademas se podrian realizar las pruebas
optomotoras y optocinéticas para determinar si existe una mejora en la respuesta

a ambas pruebas.
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10.3 Induccién de la fenocopia por sobre-expresion de plk2a

Inyectando el mRNA de plk2 en larvas silvestres se pretende fenocopiar el
defecto a nivel sistema nervioso de los mutantes, al igual que en el caso de los
morfolinos, al inyectar ambos mRNAs (plk2a, plk2b) se podria determinar la
participacion de cada uno en el fenotipo mutante a nivel de sistema nervioso, cada
uno se probaria la tincién con el anticuerpo MAGUK, la expresion de PSD95 y la

realizacion de pruebas visuales.

10.4 Bloqueo de la expresidon de vpsl8 por silenciamiento de RNA (siRNA) en

neuronas de hipocampo de rata

Para ampliar las predicciones de nuestro modelo a otros organismos se
propone realizar silenciamiento de RNA de vpsl8 (siRNA) en neuronas de
hipocampo de rata y después evaluar el numero de espinas dendriticas
empleando el anticuerpo MAGUK. Cabe mencionar que ya tenemos algunos
resultados preliminares de este enfoque experimental que se han realizado en
colaboracion con el grupo de investigacion de la Dra. Herminia Pasantes y del Dr.
Gerardo Ramos, aqui en el IFC, UNAM.

11. Apéndice |

11.1 Andlisis Prote6émico Comparativo entre Larvas silvestres y mutantes
S18hi2499aTg

vpsle — =

Con la finalidad de realizar un analisis global de como afecta la mutacion
del gen vpsl8 el desarrollo del pez cebra realizamos una comparacion por
proteGmica de las proteinas cuya expresion se modifica a los 5 dpf. Este
experimento se realizo en colaboraciéon con la Maestra Teresa Gutiérrez Espindola
y del Dr. José Luis Gallegos Pérez del Instituto Nacional de Medicina Gendmica
(INMEGEN). Para analizar los geles de segunda dimensién se utilizé el programa
DIGE que estableci¢ diferencias en las intensidades de los puntos (manchas en el
gel que representan a las proteinas) entre larvas silvestres y mutantes, y en base

a esto se seleccionaron los puntos con mayor diferencia para determinar por
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medio de espectrometria de masas la identidad de dichas proteinas. Obteniendo

los resultados mostrados en la tabla VI a VIIl y ademas figuras 21y 22.

Encontramos un aumento en la expresion de varias proteinas en las larvas
mutantes e incluso la apariciébn de algunas proteinas que no se detectaban en
larvas WT. Entre las proteinas que aumentan se encontré a la Vitelogenina 1
(Tablas VI y VII) la cual forma parte de una gran familia de proteinas, las
vitelogeninas, las cuales constituyen las mayores proteinas del vitelo del pez
cebra. Proveen al embridon de nutrimentos esenciales incluyendo aminoacidos,
lipidos, iones metales, fosfatos y carbohidratos. Por lo cual la sintesis y
degradacion de vitelogenina es un proceso importante durante la embriogénesis.
La sintesis de vitelogeninas es dependiente del tejido, estadio y del sexo y se
encuentran bajo regulaciéon hormonal. El gen vtgl codifica para una fosfo-
glicoproteina de union a calcio. La vitelogenina es sintetizada hepaticamente en el
pez inducida por la hormona femenina estradiol (73). Lo mas probable es que el
aumento de vitelogenin-1 se deba a que existe un ligero retraso en el desarrollo
de las larvas vps18"249%aT9 con respecto a las larvas WT que para los 5 dpf han
consumido todas las reservas de vitelogenina y el vitelo ya no es aparente. Sin
embargo dado que es una proteina que se sintetiza en el higado, su aumento de
expresion se puede también deber a una acumulacion de vitelogenina en el

higado.

Entre las proteinas que se encuentran aumentadas en la mutante es el
polipéptido pesado 1.2 de la Miosina de musculo esquelético (gen myhz1.2) (Tabla
VI). Las miosinas son proteinas motoras altamente conservadas y ubicuas. La
molécula se puede dividir en dos dominios funcionales un dominio amino terminal
globular que contiene sitios de union a ATP y a actina y un dominio carboxilo
terminal tipo alfa hélice que tiene la capacidad de formar filamentos. La miosina
se forma por seis subunidades, dos cadenas pesadas llamadas MYHs (200 kDa) y
cuatro cadenas ligeras (MYLs de 20 kDa c/u) (74). Se ha encontrado que el
genoma humano cuenta con 15 MYHs mientras que en los peces teleostos este

namero parece ser mucho mayor. En particular myhz1.2 este forma parte de un
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complejo de miosinas que ademas puede mover vesiculas u otras cargas fijas en
los filamentos de actinas. Por lo anterior podria pensarse que myhzl.2 se
encuentra aumentado en la mutante debido a su relacion con el movimiento de
vesiculas, ya que se conoce que Vpsl8 se encuentra involucrado en el trafico
vesicular, y se ha visto que mutantes de vpsl8 tanto en pez cebra como en
Drosophila y en levadura presentan una acumulacion de vesiculas (27, 75), este
aumento de vesiculas podria provocar un aumento en la expresion de myhz 1.2

pues mas vesiculas requieren ser transportadas.

La Tubulina B-5 (gen tubb5) también se encuentra aumentada en la mutante
(Tabla VI), es una de las subunidades principales a partir de las cuales se
polimerizan los microtubulos. Tubb5 se expresa en ratones de manera ubicua
presentando mayor abundancia en el timo, bazo y cerebro, y durante el desarrollo
se presenta en los primeros estadios del desarrollo del cerebro, por lo que
posiblemente Tubb5 sea principalmente neuronal (76), también se piensa que
Tubb5 participe en el crecimiento axonal (77). En ratas lesionadas en la médula
espinal se ha observado un aumento en la expresion de Tubb5 (78) y en pez
cebra se encontré que después de dafio al nervio 6ptico los niveles de Tubb5 en
las células ganglionares de la retina aumentan (79). Recientemente se ha
encontrado que los microtUbulos se encuentran presentes en la espina dendritica
ya que interaccionan con EB3 (una proteina caracteristica de espinas dendriticas)
(80). Esto sugiere que el aumento de Tubb5 en la mutante vps18"24°%aT¢ se puede
deber a su relacion en la formacion de espinas dendriticas las cuales se afectan

en la ausencia de Vps18.

En los geles de la segunda dimension también se observé que la proteina
actina a-1 de musculo esquelético (gen actal) aumenta su expresion en la
mutante vps18"24°%TY (fig. 21 y Tablas VI y VII). Las actinas estan altamente
conservadas y se conocen tres isoformas, la alfa, la beta y la gamma, y se ha
mostrado que la Actina o es un constituyente mayor del aparato contractil del
musculo esquelético (81). Se han encontrado mas de 60 mutaciones en la Actina

o que conllevan a miopatias congénitas que se caracterizan por presentar
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debilidad muscular y en algunos casos una alta mortandad (82). Se cree que en
algunos de estos casos las mutaciones en actal causan alteraciones en la
interaccion actina con alfa-actinina (83). Se sabe que 12% de las proteinas de una

espina dendritica corresponden a citoesqueleto de actina (40).

De acuerdo al ensayo proteOmico la proteina betaina-homocisteina S-

metiltransferasa 1 (BHMT) se pueden detectar en la mutante vps18"24992T

pero no
en las larvas silvestres (figura 22), cabe la posibilidad que solo aumenten sus
niveles de expresion y que en sus niveles normales de expresion sea indetectable
por este método. Esta enzima citosolica cataliza la conversion de betaina y
homocisteina a dimetilglicina y metionina respectivamente (84). Estudios de
actividad y expresion han mostrado que los principales 6érganos donde se
encuentra localizado BHMT son el rifién y el higado, llevando a cabo en este
altimo su actividad principalmente (85), previamente se ha reportado que la
mutante de vps18 tiene dafio hepatico (22), al ser BHMT una proteina hepética, su

presencia puede deberse a un dafio en el higado.

Tabla VI. Proteinas cuya expresién aumenta en la mutante vps18"24%%T9 | a5
letras representan los puntos encontrados en los geles (figura 21)

Al | Actina a-1 de musculo esquelético

A2 Tubulina R5

A8 | Miosina, polipéptido pesado 1.2, de musculo
esquelético

All | Actina a-1, de musculo esquelético

la Miosina, polipeptido pesado 1.2, de musculo
esquelético

2a Miosina, polipeptido pesado 1.2, de musculo
esquelético
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7a | Vitelogenina 1

8a Proteina similar a la vitelogenina

10a | Vitelogenina 1

Tabla VII. Proteinas que aparecen en la mutante vps18"24%%T9 pero no en la

silvestre. Las letras representan los puntos encontrados en los geles (figura

22)

A3 Vitelogenina 1

A4 Vitelogenina 1

Al10 Vitelogenina 1

Al5 Betaina- homocisteina S-
metiltransferasa 1

A6 Actina a-1, de musculo
esquelético

Tabla VIII. Proteinas que disminuyen en la mutante vps18"24°%T9 con
respecto al silvestre. La letra representa punto encontrado en el gel (Imagen
no mostrada)

NA6 | Tubulina 3-2

Finalmente el analisis proteomico también revel60 una disminucion en la
mutante vps18"2%°%aTY de |a Tubulina B2, la cual se le ha encontrado en células
ganglionares de la retina de ratas, siendo sus niveles de expresion mayores en la
retina de ratas recién nacidas que de adultos (86). Por lo anterior pensamos que
es probable que la disminucidn de la expresion de esta proteina se puede deber a
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un cambio en las células ganglionares de la retina. Por otra parte a pesar de que
esta proteina comparte caracteristicas de la proteina TBB5, la cual aumenta su
expresion (Tabla VI), se han encontrado casos en los cuales la expresion de uno
de los miembros de la familia de tubulinas p aumenta mientras que otro miembro

disminuye (87).

82



WT 5 dpf Mut 5 dpf

Figura 21. Proteémica de la mutante vps18"2499aTg. En A se aprecia el corrimiento
electroforético de segunda dimensién (2D) de extractos de larvas WT y en B de larvas
homaocigas vps18hi249%9aTe ambas de 5 dpf. En B se indican aquellas manchas que
estan presentes en ambos geles pero que aumentan en la muestra de larvas
mutantes. La identidad de estas fue determinada posteriormente por espectrometria
de masas, la mayor parte corresponde a proteinas de citoesqueleto.
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WT 5 dpf Mut 5 dpf

Figura 22. Proteémica de la mutante vps18hi249%Tg. Cuando se compara la
abundancia de proteinas entre muestras WT (A) y de larvas mutantes (B) ambas de 5
dpf, encotramos algunas manchas que corresponden a proteinas que no se
encontraban en las larvas WT pero estan presentes en las larvas homaocigas

vps18hi2499aTe Por espectrometria de masas logramos identificar a estas proteinas las
cuales se describen en el texto.
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