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Abstract

Transgenesis in zebrafish (Danio rerio) for the study of Betaglycan in
development

Betaglycan (BG) is a plasma membrane proteoglycan co-receptor of TGF-f3
family ligands. BG is a protein with a transmembrane pass, its extracellular
domain is modified with glycosaminoglycans (GAGs). Several TGF-$
family ligands bind to the core protein of BG while bFGF binds the
glycosaminoglycan chains of BG. The BG possesses a small cytoplasmic
domain which contains a motif for binding to PDZ-domain proteins. Two
proteins have been identified that bind to the cytoplasmic domain of BG: 3-
arrestin and GIPC (protein GAIP-interacting protein C-terminus). A
functional model for BG has recently been postulated by (Villarreal et al.,
2016) that proposes that its TGF-p presentation function is due mainly to
ligand concentration effects, that facilitate the ligand binding to the TGF-f
receptor II.

BG knock-out in mouse has a lethal embryonic phenotype, with hepatic,
cardiac, hematopoiesis and coronary vascularization alterations (Stenvers et
al., 2003). Morpholino mediated BG knock-down in zebrafish showed also
embryonic lethality and alterations in the vascular development and structure
of the somites (Kamaid et al., 2015). The molecular mechanism by which
BG is involved in such developmental processes is still unknown. However,
interaction of cell growth factors with the Betaglycans GAGs or the
interaction of proteins with the Betaglycan’s cytoplasmic domain could
explain how BG participates in altered developmental processes.

We have generated transgenic fish that overexpress the wild type BG of rat,
and its mutant lacking cytoplasmic region. Also we tried to generate
transgenic fish lacking GAG chains. To achieve transgenic fish, we used
the Tol2 kit system, based on the Tol2 transposable element (Kawakami,
2007; Kwan et al., 2007).

The transgenic fishes generated could be a biological tool to elucidate the
role played by BG in zebrafish development.

Keywords: Betaglycan, Transgenesis, Zebrafish, Tol2 kit system, Tol2
transposable element



Resumen

Transgénesis en pez cebra (Danio rerio) para el estudio de Betaglicano
en el desarrollo

El Betaglicano (BG) es un proteoglicano de membrana plasmatica con
funcion de co-receptor de los ligandos de la familia TGF-B. BG es una
proteina con un dominio transmembranal, y su dominio extracelular es
modificado con glucosaminoglucanos (GAGSs). Varios ligandos de la
familia TGF-f se unen al nucleo proteico del BG, mientras que el bFGF se
une a las cadenas de glucosaminoglucanos de BG. ElI BG posee un pequefio
dominio citoplasmico que contiene un motivo para la unioén a proteinas con
dominio PDZ. Se han identificado dos proteinas que se unen al dominio
citoplasmico de BG: B-arrestina y GIPC (proteina que interactia con la
proteina C-terminal). Un modelo funcional para el BG ha sido postulado
recientemente por Villarreal et al., 2016, quienes proponen que su funcion
de presentacion de TGF-p se debe a efectos de concentracion de ligando que
facilitan la union del ligando al receptor 11 de TGF-p.

El knock-out de BG en el raton tiene un fenotipo embrionario letal, con
alteraciones hepaticas, cardiacas, en la hematopoyesis y en la
vascularizacion coronaria (Stenvers et al., 2003). El knock-down de BG en
pez cebra mediado por morfolino, también mostré letalidad embrionaria y
alteraciones en el desarrollo vascular y en la estructura de las somitas
(Kamaid et al., 2015). EI mecanismo molecular por el cual el BG esta
implicado en tales procesos del desarrollo es todavia desconocido. Sin
embargo, la interaccion de factores de crecimiento celular con las cadenas
GAGs de BG o la interaccion de proteinas con el dominio citoplasmico del
BG, quizas explique como el BG participa en estos procesos del desarrollo
alterados.

Nosotros hemos generado peces transgénicos que sobreexpresan a la
proteina BG silvestre de rata, y su mutante que carece de la region
citoplasmica. También se trato de generar peces transgénicos para la mutante
que carece de cadenas GAG. Para generar los peces transgénicos, se utilizé
el sistema Tol2 kit, un sistema basado en el elemento transponible Tol2
(Kawakami, 2007; Kwan et al., 2007).

Los peces transgénicos generados podrian ser una herramienta bioldgica para
elucidar el papel que tiene BG en el desarrollo del pez cebra.

Palabras Clave: Betaglicano, Transgénesis, Pez cebra, Sistema Tol2 Kit,
Elemento genético transponible Tol2
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Introduccion

La Transgénesis como una herramienta para estudios de genética reversa

Transgénesis es el disefio de un genotipo por la introduccion estable de DNA exdgeno al
genoma de un organismo (Griffiths AJF, 1999; Dale and Schantz, 2002). Para que el
organismo con el transgen se considere transgénico, la insercion debe darse en sus células
germinales, de forma que sus descendientes hereden el transgen y lo expresen en forma
estable.

Existen varios métodos para inducir la transgénesis; principalmente consisten en la
microinyeccion de la construccion portadora del transgen en el cigoto o en el uso de
vectores retrovirales que infectan a un embrion en etapas muy tempranas del desarrollo,
de forma que la construccion se inserta en el genoma de las células embrionarias que
daran origen a las células germinales y el organismo posteriormente heredara el transgen
(Griffiths AJF, 1999; Dale and Schantz, 2002). La inyeccion de plasmido tiene grandes
ventajas porque ofrece mayor tasa de éxito y evita introducir DNA retroviral al
organismo, el cual podria modificar el fenotipo por la reactivacion retroviral en etapas
posteriores en el desarrollo del organismo.

La transgenesis de organismos con desarrollo interno como el de mamiferos, se puede
realizar por microinyeccion de la construccion (plasmido) en el prondcleo de un ovocito
o por la inyeccién de células embrionarias transfectadas con la construccion, a otro
embrion que se encuentra en etapa de bléstula. Este dltimo procedimiento genera
organismos “quimericos” de los cuales algunos pueden portar el transgen en su linea
germinal (Dale and Schantz, 2002).

La transgénesis es una herramienta muy util para los estudios de genética reversa. El
abordaje genético que parte de un gen conocido, pero del cual se desconoce su funcion
(del genotipo al fenotipo) (Huang et al., 2012; Clark, 2015). Anterior a la metodologia de
la transgénesis, los primeros estudios de genética se basaban en la busqueda del gen o
genes asociados con un fenotipo ya descrito (genética directa). Este Gltimo abordaje
genético se basaba en la induccion de mutaciones con rayos gama o con N-etil-N-
nitrosourea (ENU), para obtener un fenotipo particular y después buscar el gen asociado
con este fenotipo. Fue asi, que a mediados de los 90°s se logré una gran coleccion de
mutantes con sus respectivos fenotipos, principalmente de organismos que comenzaban
a ser modelos para el estudio genético en el desarrollo y de enfermedades humanas. Para
localizar el gen o genes asociados al fenotipo, se realizaban mapeos genéticos y
experimentos de clonacién posicional. Sin embargo, esto conllevaba mucho tiempo y era
un problema describir el origen genético del fenotipo cuando el fenotipo observado se



originaba por la accién de mas de un gen mutado o por la redundancia funcional entre
genes (Huang et al., 2012; Clark, 2015).

La secuenciacion de los genomas de organismos modelos  como:
Saccharomyces cerevisiae, Mus musculus, Rattus, Danio rerio (pez cebra), Drosophila
melanogaster y C. elegans, junto con la sofisticacion de los métodos de clonacion,
facilitaron el surgimiento de otros métodos de analisis genéticos como la transgénesis,
dando comienzo a la genética reversa (Clark, 2015).

Transgénesis en pez cebra como modelo de estudio en genética reversa

El pez cebra o Danio (Brachydanio) rerio, es un pez nativo de la India que mide 2-3 cm
de largo. Fue descrito por primera vez en 1822 por Francis Hamilton e introducido a
Europa como un pez para mascota a principios de 1900. Su alta tasa reproductiva, su
transparencia embridnica y la facilidad y bajo costo de su sustento, atrajeron el interés
cientifico de este pez como un modelo para estudios genéticos y de biologia del desarrollo
en la década de 1930. Jane Marion Oppenheimer y George Streisinger formalizaron al
pez cebra como un modelo en genética y biologia del desarrollo, publicaron importantes
trabajos con este pez como: la descripcién del organizador dorsal, el iniciador del plan
corporal de vertebrados y otros estudios genéticos con una gran coleccion de mutantes
(Clark, 2015). Posteriormente cuando comenzo la ingenieria genética por inyeccion de
DNA, el pez cebra demostrd ser un excelente organismo para dichos propoésitos y por
tanto un modelo muy til para estudios de genética reversa (Clark, 2015).

Las nuevas tecnologias basadas en retrovirus y transposones, también mostraron buenos
resultados en pez cebra para generar mutaciones y realizar estudios de “genética directa”.
Debido al potencial del pez cebra como modelo genético, a principios del 2000 se inicid
la secuenciacion del genoma de este pez y debido a los estudios que validaban cierta
equivalencia genética-fenotipo del pez cebra con el humano, se comenzé hacer estudios
de enfermedades o alteraciones genéticas humanas utilizando este pez como modelo. Un
ejemplo de esto fue la asociacion del fenotipo humano de piel clara (una variante del
albinismo) comun en el norte y este de Europa, con la identificacion de la mutacion del
gen SLC24A5 en el pez cebra que origina el fenotipo “Golden” en el pez (Lieschke and
Currie, 2007; Clark, 2015).

Un abordaje experimental muy til en estudios de genética reversa es el knock-down
genético. Este abordaje se puede realizar en pez cebra mediante morfolinos, los cuales
son oligémeros de alrededor de 25 bases nucleotidicas unidas por un anillo morfolino en
lugar del azucar ribosa. Los morfolinos tienen alta afinidad por el RNA y debido a su
estructura molecular no pueden ser degradados por RNAsas o DNAsas, pueden
permanecer en la célula incluso después de la division celular (Bill et al., 2009). Existen
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dos mecanismos para el knock-down génico mediado por morfolinos en uno de ellos se
inhibibe la traduccidn al ser secuencias complementarias a la region 5° UTR del mRNA,
blogueando la deteccidn del sitio de inicio de la traduccion. EI otro mecanismo es porque
el morfolino bloquea el splicing, al unirse establemente con el mRNA e inhibe el
procesamiento correcto del mMRNA dando origen a versiones truncadas no funcionales de
la proteina (Ekker and Larson, 2001; Bill et al., 2009).

Existen dos formas para administrar los morfolinos, una es por microinyeccion y la otra
por electroporacion. En el pez cebra, la administracion de morfolinos para generar el
knock-down génico ha sido funcionalmente demostrado (Draper et al., 2001), la
administracion de los morfolinos puede llevarse a cabo en el vitelo de los embriones de
célula Unica (cigoto) (Yuan and Sun, 2009).

La microinyeccion en cigotos de pez cebra es el método mas eficiente en este organismo
para inducir transgénesis y knock-out génico. La microinyeccion en cigoto ha permitido
el uso de transposones para generar knock-out y transgénesis en el pez cebra, como lo
son el sistema Toll, el sistema Tol2, los elementos Ac/Ds. Recientemente han surgido
nuevas tecnologias para estos propdsitos, como la ingenieria de endonucleasas con
dominio “dedo de zinc” (endonucleasas ZFN), las nucleasas efectoras de activadores de
transcripcion (TALEN) y el sistema CRISPR-Cas (Foley et al., 2009; Bedell et al., 2012;
Huang et al., 2012; Hwang et al., 2013).

El sistema Tol2 induce eficiente transgénesis en pez cebra

El elemento Tol2 es un transposon activo autonomo identificado en el genoma del pez
medaka (Oryzias latipes). Tiene una secuencia de 4.7 kilobases y es similar al de la
familia de transposones hAT (por los grupos hobo, Acy Tam3); los cuales estan presentes
en los genomas de vertebrados, pero en forma inactiva. El elemento Tol2 posee 4 exones
que codifican una proteina transposasa de 649 aminoacidos. Esta transposasa codificada
por el elemento Tol2 cataliza la transposicion de todo el elemento Tol2 en un genoma
huésped, mediante el reconocimiento de los extremos del elemento Tol2 y por la
interaccidn aleatoria con una secuencia del DNA huésped (Kawakami et al., 2000). La
secuencia minima del elemento Tol2 necesaria para que ocurra la transposicion, son estos
dos extremos de reconocimiento del elemento; un extremo de 200 pb y otro de 150 pb,
ver figura 1. Una secuencia de DNA de hasta 11 kb flanqueada por estos dos extremos
del elemento Tol2, puede también transponerse con alta eficiencia hacia un DNA
gendémico huésped por la accion de esta transposasa del elemento Tol2 (Kawakami,
2007).
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Figura 1. El elemento Tol2. En A), se observa el elemento Tol2 que mide 4682 pb; las cajas
negras representan a los exones que codifican a la proteina transposasa, las cajas blancas
representan a los intrones. La region marcada con puntas de flechas negras, es una region de
repetidos invertidos terminales de 12 pb (TIRs). Los extremos del elemento son marcados con
los circulos rojos, uno tiene una secuencia de 200 pb y el otro de 150 pb. Estas secuencias permiten
el reconocimiento del elemento Tol2 por la transposasa, para que ésta medie la transposicion del
elemento Tol2. En B), se observa una construccion de DNA (promotor + gen) flanqueada por
estos dos extremos del elemento Tol2. Esto permitird que la construccion flanqueada sea
reconocida por la transposasa y ésta lleve a cabo la insercion de la construccion en un genoma
huésped, imagen modificada de (Kawakami, 2007).

Los extremos del elemento Tol2 se caracterizan por poseer repetidos invertidos
imperfectos de 17 pb y 19 pb en ambos extremos (derecho e izquierdo), y tres repetidos
mas de alrededor de 30 pb localizados en uno de los extremos del elemento Tol2. El
elemento también posee dos repetidos invertidos internos de aproximadamente 300 pb,
ver figura 2.
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(17 bp) Terminal inverted repeat (19 bp)

(302 bp) Internal inverted repeat
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Exon 2 Exon3 Exon 4
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Subterminal repeat
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Figura 2. Estructura del elemento Tol2. El elemento posee en uno de los extremos terminales
(derecho), tres repetidos invertidos de = 30 pb, continuo a este se encuentra un repetido invertido
de 19 pb. En el extremo izquierdo también existe un repetido similar de 17 pb (observar la cabezas
de flechas negras). En cada transposicion el elemento Tol2 gana un repetido de 8 pb en cada
extremo. Tol2 también posee dos repetidos internos de =~ 300 pb (observar flechas negras
internas). En la figura se observan los 4 exones del elemento Tol2 que codifican a la transposasa
(flechas blancas internas). Figura tomada de (Koga and Hori, 2001).

Cuando la transposasa reconoce este conjunto de repetidos invertidos que conforman los
extremos Tol2 (el extremo izquierdo de 200 pb y el extremo derecho de 150 pb); la
transposasa induce un corte de doble cadena en cada limite del extremo Tol2 y
posteriormente por interactuar con un DNA gendmico huésped, permite la insercion del
elemento Tol2 en el DNA huésped, ver figura 1. EI mecanismo de transposicion de este
elemento Tol2 puede describirse como de corte y pegado. El proceso genera el incremento
de 8 pb al final de cada extremo Tol2, ver figura 2 (Koga and Hori, 2001).

Gracias a la clonacion de la transposasa que codifica este elemento Tol2, y a la
observacién por Kawakami y colaboradores; de que cualquier secuencia de DNA
flanqueada con los extremos del elemento Tol2 podia se insertada a un genoma blanco,
surgio el sistema Tol2 como una herramienta de ingenieria genética para la generacion de
transgénicos estables.

El sistema Tol2 permite generar transgénesis en rana, pez cebra, pollo, ratén y humano.
En el pez cebra, el sistema Tol2 induce transgénesis en linea germinal entre el (50-70)
% de los peces microinyectados, usando vectores Tol2 y el MRNA de la transposasa para
que medie la insercidn de un transgen a un genoma huésped. La microinyeccion de un
vector de expresion sin los extremos Tol2, genera transgénesis en linea germinal sélo en
5% de los peces microinyectados (Kawakami, 2007). Para utilizar el sistema Tol2 en el
pez cebra, debe realizarse microinyecciones en los cigotos de los peces, microinyectando
el vector de expresion Tol2 con la construccidn de interés mas el mMRNA de la transposasa
Tol2 (Kawakami and Shima, 1999; Kawakami, 2007).

Gracias al elemento Tol2 es posible insertar DNA, flanqueado por los extremos del
elemento Tol2, en un DNA gendmico blanco. La generacion de complejas construcciones
de DNA flanqueadas con los extremos Tol2 son construidas usando el sistema de
subclonacion Gateway.

El sistema de subclonacion multiple Gateway

El sistema Gateway esta basado en el sistema de recombinacion del bacteriéfago lambda
(A). Este sistema de recombinacion permite la integracion del genoma del virus en el



genoma de la bacteria huésped, este proceso es parte del ciclo lisogénico del virus
(Hartley et al., 2000), ver figura 3. La integracion del genoma viral en el genoma
bacteriano depende de una secuencia de recombinacion de 232 pb que posee el virus A y
de una secuencia presente en E. Coli de 21 pb. Ambas secuencias comparten una
secuencia nucleo idéntica de 7 pb. Esta secuencia nucleo en el virus A esta flanqueada por
una secuencia a la derecha de 143 pb y por otra a la izquierda de 82 pb, las cuales son
llamadas secuencias “P”. La secuencia completa del virus A (secuencia nucleo més las
dos secuencias laterales) es denominada “attP” por (Phage). La secuencia nucleo de E.
Coli esta flanqueada por dos brazos de 7 pb cada uno, las cuales son denominadas
“secuencias B”, la secuencia completa que incluye al nucleo Y las dos secuencias laterales
se denomina “attB” por (Bacterial) (Katzen, 2007).
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Figura 3. Ciclo litico-lisogénico del bacteriofago A .
En a), se representa la fase litica del bacteriofago lambda, el genoma del fago entra al interior de

la bacteria huésped para mediar la replicacion de los componentes de los viroides que
posteriormente lisaran la célula para ser liberados. En b), se representa la fase lisogénica en la
cual el genoma del fago se inserta en el genoma de la bacteria huésped, para dar origen al estado
de profago. En la insercién participan las proteinas; el factor de integracion al hospedero (IHF) e
integrasa, las cuales usan los sitios de recombinacion del fago (sitios attP) y de la bacteria huésped
(attB) para mediar la insercion del genoma viral en el genoma bacteriano, los genes para la fase
litica son reprimidos. Bajo ciertas condiciones de estrés celular entre ellas dafio al DNA, se puede
dar la reactivacion de la fase litica en el profago que promueven la expresion de las proteinas de
la fase litica, como la excisionasa que permite liberar el profago del genoma huésped, modificado
de (Feiner et al., 2015).



El virus A codifica 3 proteinas que procesan la recombinacion; la integrasa, el factor de
integracion al hospedero (IHF) y la excisionasa. Cuando el virus A entra a su fase
lisogénica; la integrasa y la proteina IHF se unen a la secuencia attP del virus y al
interactuar con la secuencia attB en el genoma de la bacteria, producen la integracion del
genoma viral en el genoma bacteriano. La recombinacion de attB con attP mediado por
laintegrasa y la proteina IHF es denominada reaccion BP. La recombinacion genera sitios
“att hibridos” denominados “attL” y “attR” (Hartley et al., 2000; Katzen, 2007).

Cuando se activa la fase litica del virus A, se expresa la proteina excisionasa que procesa
la exclusion del genoma del virus A, desde el genoma bacteriano. En la reaccion de
recombinacion de los sitios attL con attR participan la integrasa, IHF y la excisionasa, la
reaccion es denominada LR. En la reaccion LR, los sitios att se reestablecen a sitios attB
y attP (Katzen, 2007).

El sistema Gateway mediante las reacciones BP y LR, y gracias a la alta especificidad de
los diferentes sitios de recombinacion; permite la transferencia rapida de construcciones
a vectores “de entrada” (entry vectors). Posteriormente, estos vectores de entrada
permiten la transferencia de las construcciones a una gama amplia de vectores destino
como puede ser un vector de expresion Tol2, ver figura 4. El sistema Gateway ademas
permite construir vectores con méas de un inserto en un orden especifico, hasta 4 insertos
diferentes en un solo vector destino, en tan s6lo un evento de reaccion. Este sistema
ademas, evita problemas como la pérdida del marco de lectura, comdn en la subclonacién
génica por los multiples eventos de subclonacion (Katzen, 2007). Gracias a que cada
evento de recombinacion entre los diferentes sitios “att” es mediado por las mismas
enzimas (Integrasa, IHF y excisionasa), se evita la necesidad de utilizar una gran cantidad
de enzimas de restriccién para las multiples subclonaciones.

La gran capacidad del sistema Gateway para ensamblar ordenadamente varios fragmentos
de DNA (provenientes de entry clones) en un vector destino, ha sido explotada para crear
el sistema Tol2 kit.
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Figura 4. El Sistema Gateway.

Para poder utilizar el sistema de subclonacion Gateway es necesario primero flanquear la
secuencia de interés con dos sitios attB, los cuales pueden ser agregados por PCR. En a), se
observa una secuencia de DNA (flecha rojo) flanqueada por dos sitios attB diferentes, attBl y
attB2. Se observa también a un vector donante (donor vector) el cual contiene dos sitios attP
compatibles para recombinarse con los sitios attB1 y attB2. La secuencia ccdB (flecha negra)
codifica un gen letal para permitir la seleccién negativa de la subclonacién en el vector donante.
En b), se observa la subclonacién de la secuencia de interés hacia el vector donante mediante
la reaccion de recombinacion BP, en esta reaccion se usa la mezcla de enzimas denominada
BP clonasa Il, mezcla que incluye a la enzima integrasa y a la enzima IHF. Después de la
reaccion de recombinacidon BP, se genera un vector de entrada (entry clone) que contiene la
secuencia subclonada flanqueada por dos sitios attL, sitios que se generaron por la hibridacion
de los sitios attB con los sitios attP durante la reaccion BP. En c), se describe la reaccion de
recombinacion llamada LR, que es realizada por la mezcla de enzimas LR clonasa Il (mezcla
de las enzimas Integrasa, IHF y excisionasa). En esta reaccion el vector de entrada es
combinado con un vector destino (Destination vector), el cual puede ser un vector de expresion
gue contiene dos sitios attR, para generar la subclonacion de la secuencia de interés (flecha
roja) en un vector de expresion. El nuevo vector de expresion contendra ahora dos sitios attB
que se restituyeron por la combinacion de los sitios attL y attR en la reaccion LR. Estas
sucesivas reacciones de recombinacion del sistema Gateway permite generar multiples
subclonaciones utilizando las mismas mezclas de enzimas, con la ventaja de obtener
subclonaciones exitosas gracias al uso de diferentes sitios att que dan especificidad durante las
recombinaciones, Modificado de (Katzen, 2007).
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El sistema Tol2 Kit

El sistema Tol2 kit es una coleccidn de vectores de entrada generados para usarse con la
tecnologia de multiclonacion Gateway (clonacion por recombinacion especifica). Este
sistema Tol2 kit permite el ensamble de construcciones complejas en un vector de
expresion destino que posee los sitios de recombinacion del elemento Tol2, generando
una construccion capaz de insertarse en un DNA genomico blanco. Para ello se necesita
también la actividad de la proteina transposasa codificada por el elemento Tol2
(Kawakami, 2007; Kwan et al., 2007).

Este sistema fue generado por los laboratorios de Kawakami y Chi-Bin Chien. En la
coleccion de vectores del sistema Tol2 kit, hay vectores que poseen elementos
reguladores de la transcripcién como los promotores hsp70, el promotor para beta-actina,
el promotor de CMV vy el de la histona 2A-X. También hay vectores de entrada con
proteinas fluorescentes reporteras como GFP y mCherry. Vectores que poseen la sefial de
polyA, la secuencia para la fusion del epitope de myc y de proteinas fluorescentes con la
secuencia de reconocimiento a ribosoma tipo IRES (para la generacion de construcciones
bi-cistronicas) (Kwan et al., 2007). Todos estos vectores de entrada se hicieron con la
finalidad de que pudieran ser combinados para generar una gran diversidad de vectores
de expresién con los extremos Tol2.

La generacion de un vector Tol2 con el Tol2 kit, se basa en el ensamble de 3 vectores de
entrada en un solo vector destino que posee las secuencias extremo para la transposicién
del elementoTol2, ver figura 5. Estos vectores de expresion Tol2 se caracterizan por
contener una estructura de tres elementos; un componente 5 que contiene un elemento
regulador de la transcripcion como un promotor transcripcional, un componente
intermedio “middle element” que codifica la secuencia de interés a insertar en el genoma
de un organismo (ej. transgen) y al final un componente 3" que puede contener una
secuencia codificante de la poly-A o de un IRES fusionado con una proteina fluorescente
reportera para generar mMRNAS bicistronicos. Estos tres elementos del vector estan
flanqueados por dos sitios de recombinacion del elemento Tol2, uno a cada extremo;
permitiendo que la construccion pueda ser insertada en el genoma de la célula huésped
por un mecanismo de transposicion (Chien, 2016).
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El middle element es la secuencia de
interés por ejemplo, el Betaglicano
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Figura 5. Construccién de un vector de expresion Tol2 para generar transgénesis. El vector
de expresién Tol2 se construye por el ensamble de 3 vectores de entrada; un vector de entrada
origina laregion 57, al poseer una secuencia reguladora (5 element), el segundo vector inserta la
secuencia del gen de interés por ejemplo, el gen de Betaglicano, y el tercer vector de entrada
genera laregion 3" de la construccion (3"element), este tltimo vector puede insertar un marcador
un gen reportero, como una proteina fluorescente. Para la subclonacién, de los 3 vectores de
entrada en un solo vector destino, los 3 vectores de entrada son afiadidos junto con el vector
destino portador de los extremos Tol2 (pDestTOL2pA) a una mezcla de reaccion donde se afiade
también la mezcla de enzimas denominada (LR clonasa Il) que contiene las enzimas: Integrasa,
IHF y excisionasa. Estas enzimas catalizan la recombinacién de los 4 vectores y al final de la
reaccion se genera un vector de expresion Tol2 con la construccidn de interés con los 3 elementos
elementos deseados. La secuencia ccdB codifica para una toxina contra la DNA Gyrase que es
letal en E. coli, el intercambio de la secuencia ccdB por el middle element constituye un método
de seleccidn positiva, modificado de (Kwan et al., 2007).

ANTECEDENTES

Betaglicano y la superfamilia de TGF- §

La superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) la constituyen los
factores de crecimiento transformante beta (TGF-B 1, 2 y 3), la Activina, la subfamilia
Nodal, las proteinas morfogénicas de hueso (BMPs), el factor de crecimiento y
diferenciacion (GDF) y la sustancia inhibitoria Muleriana (MIS) (Shi and Massague,
2003; Weiss and Attisano, 2013).
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La via de sefializacion celular del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) y de
varios otros integrantes de la superfamilia, regulan diversos procesos celulares como la
proliferacion, muerte y diferenciacion celular y la migracion celular, asi como varios
procesos embriogénicos (Wu and Hill, 2009). Existen dos receptores canonicos para los
ligandos TGF-B: el receptor tipo I (TGFBRI) y el receptor tipo I (TGFBR2) a los cuales
se suman otros dos que suelen ser considerados como co-receptores; el Betaglicano o
también llamado receptor tipo Il de TGF-p (TGFBRIII) y la Endoglina (Shi and
Massague, 2003).

El Betaglicano (BG) es un proteoglicano con localizacion en la membrana plasmatica. Se
une con alta afinidad a ligandos de TGF-B, principalmente a TGF-B2. La union del BG
con el ligando favorece la union de TGF-p al receptor IT de TGF-B y se ha visto que es
imprescindible para la eficiente activacion de la sefializacion inducida por la isoforma
TGF-B2. Dicha interaccién del ligando con el Betaglicano induce la formacion de un
complejo ternario con el receptor Il de TGF-B, induciendo a su vez, el reclutamiento del
receptor tipo | de TGF-B. EI TGF-BRII fosforila en maltiples residuos de serina y treonina
a TGF-BRI, induciendo la activacion de éste receptor y favoreciendo la unién de este
receptor con Smad2, que lleva a la activacion de la sefializacion mediada por Smads (Shi
and Massague, 2003).

El Betaglicano tiene una secuencia de 853 aminoacidos, posee una region extracelular
con sitios de union a glucosaminoglucanos (GAGS), una region transmembranal y una
pequefia region citoplasmica (Lopezcasillas et al., 1991). La regién extracelular de
Betaglicano estd constituida por dos dominios, el dominio O (orphan domain) y el
dominio ZP (por la similitud con el de proteinas de la zona peltcida) (Villarreal et al.,
2016). Ambos dominios extracelulares del Betaglicano tienen unién a ligandos de la
superfamilia de TGF-B: TGF-p 1/2/3, BMP 2/4/7 y GDF-5 (Lopez-Casillas et al., 1994;
Pepin et al., 1994, Kirkbride et al., 2008; Lin et al., 2011) . Sin embargo, el dominio ZP
ademas puede unir inhibina (Lewis et al., 2000; Esparza-Lopez et al., 2001; Wiater et al.,
2006). El dominio O y el ZP estan unidos por una secuencia de aproximadamente 50
aminoéacidos (region linker), que es blanco de enzimas proteoliticas (Mendoza et al.,
2009).

Existe una forma soluble de Betaglicano que contiene solo la region extracelular con los
dominios ZP y O. Esta forma soluble se genera por “shedding” mediado por proteasas
(Velasco-Loyden et al., 2004). Esta version soluble posee una funcion contraria al
Betaglicano completo, ya que funciona como un antagonista de TGF-p (Lopez-Casillas
etal., 1994).
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Los dos sitios de unién a glucosaminoglicanos en el Betaglicano de rata estan localizados
en las serinas (535 y 546) del dominio ZP y los principales tipos de GAGs que se unen
son heparan sulfato y condroitin sulfato (Lopez-Casillas et al., 1994). Estos GAGS no son
necesarios para la union de TGF-p a Betaglicano. Sin embargo, puede unirse a otros
factores de crecimiento como el factor de crecimiento de fibroblastos basico (Andres et
al., 1992).
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Figura 6. Estructura del Betaglicano. En a), Se aprecia un diagrama esquematico de los
dominios estructurales del Betaglicano. EI dominio Orphan en el extremo N-terminal y la regién
citoplasmica en el extremo carboxilo terminal. Las cadenas de glucosaminoglucanos (GAG) en
el subdominio ZP-N vy la localizacién de los puentes disulfuro (S-S), asi como de las cisteinas
libres (-SH), tomado de (Villarreal et al., 2016). En b), se observa un esquema representativo de
los dominios de Betaglicano para la interaccion con ligandos de la superfamilia de TGF-3
(subdominios Oy ZP), la corta regién citoplasmica que tiene un motivo para la union de proteinas
con dominio PDZ, los sitios de corte proteolitico en la region linker y el corte que origina la
version soluble de Betaglicano), modificado de (Bilandzic and Stenvers, 2012; Dale and Schantz,
2002)

En la corta region citosolica del Betaglicano, en los tres ultimos residuos de aminoacidos
hay un motivo para unién con proteinas que poseen el dominio PDZ, Ver figura 6. Hasta
ahora se han identificado pocas proteinas que interactden con la region citoplasmica del
Betaglicano algunas de éstas son; la proteina B-arrestin2 y la proteina GIPC, ésta ultima
interactla con BG a través de su dominio PDZ (J. Biol. Chem. 276:39608, 2001). La
proteina B-arrestin2 induce la internalizaciéon del complejo Betaglicano-TGF-BRII, que
inhibe la sefializacion de TGF-B, este proceso puede constituir un mecanismo de
regulacion de la via de TGF-p (Chen et al., 2003).
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La compleja estructura proteica del Betaglicano (BG) junto con su gran numero de
ligandos, hace dificil discernir la funcidn del Betaglicano in vivo. Ademas, al igual que el
resto de receptores de la superfamilia de TGF-B, las posibles funciones del BG pueden
ser dependientes del tipo celular y del contexto celular.

El Betaglicano es el co-receptor de la superfamilia de TGF-f mas abundante en la
superficie celular en muchos tipos celulares (Massague, 1990), algunos tipos celulares
donde se ha caracterizado la expresion y una funcion del BG son las células granulosas,
las células de Sertoli y las de Leydig. También en la glandula pituitaria y en la glandula
suprarrenal se ha caracterizado que se expresa BG. La funcion del Betaglicano en estos
tejidos y tipos celulares esta vinculada con su unién a inhibina la cual regula la secrecion
de la hormona foliculo estimulante (hormona necesaria para la foliculogénesis y la
esteroidogénesis), asi como en la diferenciacion de las células granulosas. EI grupo de
Vale demostré claramente que el BG es el receptor funcional de la inhibina y es
indispensable para los efectos anti-activina por parte de la inhibina (Wiater et al., 2009).
Se ha observado que las células cancerosas disminuyen o pierden la expresion del BG a
nivel de mMRNA o de proteina, y que este hecho favorece la progresion tumoral al
potenciarse el crecimiento del tumor y la migracion de las células cancerosas, revisado
en (Bilandzic and Stenvers, 2012).

Otra funcion del BG observada es la de constituir una forma de regulacion de la
sefializacion de TGF-B, ya que la internalizacion del BG en la célula se da en forma de
complejo con los receptores | y Il de TGF-B. La regulacion del Betaglicano en la
membrana celular puede ser mediada por la internalizacion dependiente de clatrina y/o
de caveolina (Finger et al., 2008; McLean and Di Guglielmo, 2010).

Las funciones asociadas al BG se pensaban que todas derivaban de su capacidad de union
a los diferentes ligandos de la superfamilia de TGF-B y se creia que el BG era s6lo un
receptor accesorio. Sin embargo, esta perspectiva cambio cuando se generaron los
primeros animales knock-out para BG. Se observo que la abolicion del Betaglicano por
knock-out génico en raton fue letal en etapas tempranas del desarrollo y se encontré un
fenotipo con proliferacion celular andmala en corazén, con apoptosis anémala en higado
y con aberraciones en la vascularizacion de los vasos coronarios (Stenvers et al., 2003;
Compton et al., 2007). En el laboratorio también se investigd que funcidn podria tener el
BG en el desarrollo utilizando al pez cebra como modelo. Se observé que la abolicion del
BG en pez cebra mediante la administracion de morfolino también es letal en etapas
tempranas del desarrollo y que se genera una aberrante vascularizacion del plexo caudal
venoso Yy de los vasos intersegmentales. Se observo también, que la co-administracion del
MRNA del Betaglicano de rata, indujo un rescate fenotipico normal en los embriones
tratados con morfolino (Kamaid et al., 2015).
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Otras observaciones que se hicieron en el morfante del Betaglicano del pez cebra, fue que
hay una posible participacion no celular autonomo del BG en el desarrollo del plexo
caudal venoso y de los vasos intersegmentales que dan origen al sistema arterial, es decir
que es el tejido circundante a los vasos sanguineos y no las células endoteliales, quien
expresa el BG y permite la funcién del BG en la vascularizacion y la angiogénesis
(Kamaid et al., 2015). El Betaglicano puede participar en el desarrollo vascular
independientemente de la funcion que tiene la Endoglina en el desarrollo vascular,
proteina que si es expresada en el endotelio (Li et al., 1999; Arthur et al., 2000; Bautch,
2017). Interesantemente, en el morfante para BG también se encontré que el BG tiene un
papel relevante en el desarrollo de las somitas y del tejido muscular, pues la deficiencia
del BG gener6 una morfologia anormal de somitas y la desorganizacion de la actina en
las miofibras (Kamaid et al., 2015).

En el laboratorio se clono el Betaglicano del pez cebra, y se determiné que el BG del pez
cebra contiene 63% de similitud y un 46% de identidad de aminoacidos con el
Betaglicano de otros vertebrados. Se caracteriz6 que la region citoplasmica del BG del
pez cebra posee una identidad de aminoacidos del 76-83% con otros vertebrados (Kamaid
etal., 2015), ver figura 7. Se hall6 también que el Betaglicano del pez cebra contiene sélo
un sitio de unién a cadenas GAGS; la serina 522 que corresponderia a la serina 535 en
rata. El dnico tipo de cadena GAG que porta el Betaglicano del pez cebra por tanto, es el
heparan sulfato, (Kamaid et al., 2015). ¢ Podria ser que la pérdida de este GAG de BG sea
la clave para explicar porque la pérdida del BG genera aberrante vascularizacion en pez
cebra y de los vasos coronarios en raton?. Se sabe que proteinas cruciales en la
angiogénesis como el factor de crecimiento endotelial vascular VEGF, interaccionan con
cadenas GAGs de heparan sulfato.

Recientemente se ha caracterizado el papel que tienen las cadenas GAGs en el desarrollo,
principalmente de las GAGs de heparan sulfato. Estos glucosaminoglucanos definen gran
parte de la funcion de los proteoglicanos. Se sabe que los proteoglicanos con heparan
sulfato estan involucrados en la generacion y regulacion de los centros organizadores de
los patrones corporales en el desarrollo, por ejemplo, del patron izquierdo/derecho
(Poulain and Yost, 2015). Estos proteoglicanos con GAGs permiten la generacion de los
gradientes de concentracién de una amplia gama de morfégenos (Poulain and Yost,
2015). El principal mecanismo funcional de estos proteoglicanos de heparan sulfato es
que potencian las sefalizaciones celulares ya sea por favorecer la presentacion de los
ligandos con los receptores, por activar la sefializacion de forma directa (en el caso de
proteoglicanos con actividad de cinasa), incrementan la concentracién del ligando hacia
el receptor, regulan el trafico de los receptores al interior celular (trafico endocitico), son
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vehiculos para la secrecion de los ligandos durante la exocitosis y finalmente crean
reservorios de los ligandos en la matriz extracelular (Poulain and Yost, 2015).
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Figura 7. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos del BG de pez cebra con el BG de
otros vertebrados. Se muestra la secuencia polipeptidica del BG de pez cebra alineada con la
secuencia polipeptidica de pollo, puerco, humano, rata y raton. Los aminoacidos que coinciden
ser idénticos en pez cebray los demas organismos son denotados con un asterisco y la no escritura
de los amino&cidos (Unicamente se escriben en la secuencia del pez cebra). Los aminoéacidos que
coinciden ser similares en pez cebra y los demas organismos se denotan con un punto. La linea
café indica la secuencia del dominio O (Orphan) y la linea negra indica la secuencia del dominio
ZP. La serina indicada con la flecha verde, es el sitio de unién del BG con GAG de heparan
sulfato. La flecha azul denota la serina que es el sitio de unién del BG con GAG de condroitin
sulfato, notar que el BG de pez cebra carece de este sitio, debido a que en lugar de la serina existe
una prolina. La linea amarilla indica la secuencia de amino&cidos de la region transmembranal
del BG. La linea roja indica la secuencia de aminoécidos de la regién citoplasmica del BG, notar
que tanto la ragion transmembranal como la citoplasmica del BG de pez cebra, poseen una gran
identidad de secuencia con las secuencias polipeptidicas del BG de otros vertebrados. Los
dominios Oy ZP del BG de pez cebra también posee gran similitud e identidad con las secuencias
del BG de otros vertebrados. Modificado de (Kamaid et al., 2015).

Se sabe que los proteoglicanos con heparan sulfato ademas de participar en el desarrollo
del sistema vascular, también participan en el desarrollo del sistema nervioso
(principalmente en la diferenciacion celular, la sinaptogénesis y la axonogénesis)
(Poulain, 2015). La evidencia de la participacion de los proteoglicanos de heparan sulfato
en los anteriores procesos del desarrollo se ha recaudado a partir, de mutantes de las
diferentes enzimas que generan y modifican a los glucosaminoglucanos y por la
caracterizacion de que diversos morfogenos se unen a los glucosaminoglucanos, por
ejemplo, el FGF8 y el FGF2, (Poulain and Yost, 2015).

En etapas tempranas del desarrollo, varios ligandos de la superfamilia de TGF-f; como
Nodal y BMP son los principales morfogenos de los centros organizadores corporales
(dorsal/ventral, antero/posterior y patron corporal izquierdo/derecha). EI Betaglicano se
une a varias isoformas de los BMPs entre ellas BMP4, el cual tiene una funcion inhibitoria
de Nodal. BG ademas interacciona con otros morfogenos esenciales como las TGF-Bs
(que regulan la transicién epitelio-mesénquima, importante en el desarrollo) e inhibina.
Es importante remarcar que la union del Betaglicano con estos morfogenos es
independiente de sus GAGs. Sin embargo, como se menciond existe la posibilidad de
gue muchos otros morfogenos o factores de crecimiento estén interaccionando con BG a
través de sus GAGs.

Debido a que el BG no posee actividad catalitica como podria ser de cinasa, por mucho
tiempo se descartado que el BG regule una via de sefializacién celular directamente. Sin
embargo, como se mencioné anteriormente, el BG en su region citoplasmica posee un
motivo para interaccionar con proteinas que poseen el dominio PDZ. Este motivo podria
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permitir que el BG funcioné como una proteina de andamiaje que participe en vias de
sefializacion celular. Todo esto remarca la necesidad de dilucidar que interacciones
moleculares no caracterizadas estan ocurriendo con BG a través de sus GAGs o de su
region citoplasmica y si estas interacciones, modulan vias de sefializacion no candnicas
para el BG que expliquen el papel que el Betaglicano tiene en el desarrollo. Para ello se
podrian hacer estudios in vivo que sigan el efecto de la abolicion del BG a lo largo del
desarrollo, pero tomando en cuenta los elementos que hay en cada region de la estructura
del Betaglicano.

Hipotesis

La metodologia TOL2 permitirdA generar peces transgénicos que expresaran
constitutivamente al Betaglicano (BG) silvestre de rata y de BG mutante en Danio rerio.

Objetivos

1. Obtener los vectores del sistema TOL2 para la transgénesis del Betaglicano
silvestre y de versiones mutantes del BG de rata.

2. Microinyectar estos vectores en embriones de peces Danio rerio para inducir la
transgénesis estable de cada version del BG de rata.

3. Seleccionar por fluorescencia los embriones que tengan mayor expresion del
vector microinyectado y crecerlos hasta la etapa adulta.

4. Tipificar los peces adultos provenientes de la seleccion de embriones
microinyectados seleccionados, para encontrar los peces fundadores transgenicos
de cada version del BG de rata.
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Justificacion

La letalidad y las alteraciones en el desarrollo observadas en raton y en pez cebra cuando
se indujo el knock out y el knock down génico del BG, rompid con la idea del BG como
un receptor accesorio con funciones ya conocidas. Se cred el cuestionamiento de ¢Como
el BG regula o participa en los procesos del desarrollo que se vieron afectados en su knock
outy en su knock down génico?. Pararesponder a este cuestionamiento, se puede emplear
el abordaje experimental de rescates fenotipicos. Para realizar este abordaje experimental
se puede emplear el mRNA del BG. Sin embargo, la administracion de mRNA sélo nos
permitiria hacer rescates fenotipicos en etapas tempranas del desarrollo, ya que la
funcionalidad del rescate se va perdiendo con la degradacion y segregacion del mMRNA.
Por tanto, un método que podria evitar esta limitacion de la administracién del mRNA
para los rescates seria el uso de transgénicos. Los ensayos de rescate fenotipico en el
knock out de BG podrian ser mas eficientes y menos limitantes si empleamos el uso de
transgénicos que expresen constitutivamente al BG. Estos transgenicos podrian ser en pez
cebra para aprovechar las enormes ventajas que da este animal modelo para el estudio de
los procesos del desarrollo. También dado que ya se tiene bien conocida la secuencia del
BG de rata y que se sabe que el mMRNA del BG de rata rescata eficientemente la ausencia
del BG enddgeno del pez cebra (Kamaid et al., 2015), se podria emplear el BG de rata
para generar los transgénicos de pez cebra.

Para analizar si las cadenas GAGs o la regién citoplasmica del BG estan involucrados en
las alteraciones fenotipicas observadas por la eliminacion del BG, podria ser Gtil generar
peces transgenicos de diferentes versiones de BG, una que carezca de GAGs y otra que
carezca de su region citoplasmica. Estos peces transgénicos constituiran una herramienta
bioldgica eficiente para el abordaje experimental de rescate fenotipico.

Metodologia

Construccién de los vectores de entrada “middle” Tol2 con los cDNAs de BG
Los cDNAs de la secuencia completa de Betaglicano de rata, de la version de Betaglicano

sin los sitios de unién a GAGs y el del Betaglicano carente de la regidn intracelular fueron
construidos previamente en el laboratorio a partir del plasmido pBG7s, que contiene el
cDNA de Betaglicano silvestre de rata) e incluyen un epitopo de c-myc en el extremo
amino de la proteina madura (Lopez-Casillas et al., 1994)). El vector donde se
subclonaron las diferentes versiones de Betaglicano fue el vector pE3-CR8GW TOPO
(invitrogen) que contiene los sitios de recombinacion “L” del sistema Gateway®. Este
vector fue modificado, se reemplazo la secuencia que va de 671 pb a 784 pb por una
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secuencia nueva que contiene un polylinker que va de 671 pb a 755 pb. Este vector CR8
TOPO modificado con la region polylinker, permitié la insercion en este vector de las
diferentes versiones del Betaglicano (WT-BG, DT-BG y GAG-BG) por restriccion
enzimatica con Hindlll y EcoRI. Al final con la insercion de los diferentes cDNAs del
Betagliano en el vector CR8 TOPO con la region polylinker se crearon los tres middle
entry vectors que se uso para la construccion final del vector de expresion con el Tol2 Kit.

Construccion de los vectores de expresion Tol2
En la Construccién de los vectores de expresion Tol2, se utilizo el vector p5E-CMV/SP6

para generar la region 5°del vector de expresion (esta region contiene el promotor de
citomegalovirus de simio sSCMV), seguido de esta region se inserté el cDNA de cada
version de Betaglicano contenida en un middle entry vector CR8 TOPO. Para crear la
region 3’del vector de expresion se usé el vector p3E-IRES-nIsEGFPpA (el cual permite
la insercion en el vector de expresion de una secuencia IRES fusionada con la secuencia
codificante de la EGFP polyAdenilada, esta EGFP contiene una secuencia sefial de
localizacion nuclear). El disefio de esta construccion permite la co-expresion del
Betaglicano y la proteina EGFP con localizacion nuclear, pero una traduccion
independiente. La construccion final del vector de expresion Tol2, se gener6 por la
recombinacion de cada uno de los middle entry vectors con las versiones de Betaglicano
con un vector p5SE-CMV/SP6 y un vector p3E-IRES-nISEGFPpA mediante la reaccion
LR del sistema Gateway, siguiendo el protocolo descrito por el laboratorio de Chien,
disponible en (Chien, 2016) y el MultiSite Gateway® Pro manual, invitrogen nimero de
publicacion MANO0000570.

Transcripcion in vitro para obtencion del mRNA de la transposasa
Se realizo transcripcion in vitro del vector pCS2FA-transposase del Tol2 kit, que

contiene la secuencia codificante para el mMRNA de la transposasa. Para la transcripcién
se utiliz6 The AmpliCap™ SP6 High Yield Message Maker Kit de Cellscript® No. de
Catalogo C-AC0706. Se siguidé el protocolo del producto y el mRNA obtenido se
resuspendio en agua libre de nucleasas.

Microinyeccion del vector Tol2 y del mMRNA de la transposasa en embriones de pez
cebra
Mediante microinyeccion, utilizando el microinyector Femtojet 5247; se administré el

vector de expresion Tol2 con la version de Betaglicano wild type junto con el mMRNA de
la transposasa. Las microinyecciones se realizaron en cigotos de pez cebra. En cada
microinyeccion se administr6 un volumen de 1nl que contenia, el mMRNA de la
transposasa al [10ng/ul], rojo fenol al 1%, buffer Danieau 1x y el vector de expresién
Tol2 al [10ng/ul] de una de las tres versiones de Betaglicano (la silvestre, la que carece
de laregion intracelular y la que carece de sitios de union a GAGS). Las microinyecciones
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de cada version de BG se realizo en paralelo con la microinyeccion control (para ello se
utiliz6 la misma poblacion de cigotos colectados en cada microinyeccion). La
microinyeccion del vector control consistio en vector TOL2 sin inserto de BG. Todas las
microinyecciones se realizaron con las mismas concentraciones de vector y de mRNA de
transposasa.

Observaciones con microscopia confocal de fluorescencia
Para la observacion de embriones completos, los embriones fueron previamente fijados

con PFA al 5% por 90 min a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron 4 lavados
con PBS-Tween (0.1%), después se permeabilizaron con acetona fria por 8 min. Luego
se retiro la acetona y se realizaron 4 lavados de 5 min con PBS-Tween (0.1%) al final se
realiz6 una tincién con DAPI por 15 min a temperaura ambiente, haciendo 2 lavados para
retirar el exceso de DAPI con PBS-Tween (0.1%).

Genotipificacion de la transgénesis en la poblacion de peces candidatos fundadores
transgénicos y en su descendencia
Se disefid6 un par de oligos especificos para amplicar un fragmento de 498 pb

del dominio O de Betaglicano de rata. La secuencia de los oligos son: FW
5 AGAGCTTCACCGTTCTGTCTG3', RV 5"GCAAGGTAATTGAGTGAGAGGAY'.
Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total de 20 pl, con la Tag DNA
polymerase #M0267X NEB®, utilizando el buffer 10X de esta polimerasa. En las
reacciones se afiadié 1 ul de DNA gendmico de la aleta caudal de peces adultos o de una
mezcla de 25 embriones, para la tipificacion de la transgénesis en células somaticas o de
embriones transgénicos respectivamente.

Extraccién de DNA genomico de la aleta caudal de peces adultos
Un trozo de la aleta caudal por pez se extrajo de los peces adultos candidatos a ser

fundadores transgénicos, mediante un corte con bisturi. Los peces fueron previamente
anestesiados con tricaina al 1X preparado segtn un protocolo de la base de datos de ZFIN.
El trozo de aleta fue sumergida en 50 ul de buffer de lisis con 200 mg/ml de proteinasa
K, posteriormente se dejé incubando a 56 °C en agitacion por 4 h. Después de la
incubacion a 56 °C se incub6 la muestra a 95 °C por 5 min para inactivar la reaccion
enzimatica. Luego se realiz6 una breve centrifugacion y se recuperd el sobrenadante. 1 pl
de este DNA gendmico se utiliz6 directamente en la PCR.

Extraccion de DNA gendmico de embriones
Un grupo de 25 embriones por tubo de 24-48 h fueron destinados para extraer el DNA

gendmico siguiendo un protocolo descrito por (Hoshijima et al., 2016). El tubo con los
25 embriones se le afiadio 200 pl de NaOH a 50mM vy se dejé incubando a 95 °C por 35
min, posteriormente los tubos se enfriaban a 4 °C por 3 min y se les afiadia 20 pl de TRIS
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HCI 1M pH 8. 1 pl de este DNA genomico se utilizo directamente en la PCR para
tipificar a los embriones transgénicos.

Resultados

Construccion y purificacion de los vectores TOL2 para la transgénesis de
Betaglicano (BG) silvestre de rata y de sus mutantes (DT-BG y GAG-BG)

Para poder utilizar el sistema TOL2 descrito por (Kawakami, 2007; Kwan et al., 2007) e
inducir transgénesis en pez cebra, se construyeron los vectores de expresion TOL2 que
contienen la secuencia del Betaglicano silvestre de rata (WT-BG) o de dos mutantes de
este Betaglicano; una que carece de la region citoplasmica (DT-BG) y otra que carece de
sitios de unién a glucosaminoglucanos (GAG-BG). Para lo anterior, se parti6 de vectores
realizados previamente en el laboratorio que contenian el Betaglicano silvestre de rata o
sus mutantes (Lopez-Casillas et al., 1994; Lopezcasillas et al., 1991).

La estructura de estos tres vectores de expresion TOL2 posee un promotor de
citomegalovirus de simio (SCMV) que regula la expresion del Betaglicano y de la proteina
verde fluorescente (EGFP) que se encuentra rio abajo de la version de Betaglicano,
transcribiéndose un mRNA de tipo bi-cistrénico. La proteina EGFP posee una secuencia
sefial de localizacion nuclear y su traduccion es regulada por una secuencia para el
reconocimiento a ribosoma IRES (Internal Ribosome Entry Site). De forma que, la
transcripcion del transgene produce un mRNA bi-cistronico, que traduce tanto al
Betaglicano como a la proteina EGFP. Un cuarto vector fue construido, el cual carece de
la secuencia codificante para Betaglicano, pero posee tanto el mismo promotor como la
proteina EGFP; este vector constituye el control de la transgénesis, ver figura 7.

Los cuatro vectores TOL2 estan flanqueados en los extremos por las secuencias Tol2 para
permitir que la transposasa reconozca éstas secuencias e inserte la construccion
flanqueada en el genoma del embriodn, ver figura 7.
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Estructura de los vectores TOL2 para la transgénesis de Betaglicano silvestre
de rata o de sus mutantes (DT-BG, GAG-BG)

pRat-myc-WTBG

Tol2 Tol2

» SCMV mml  © domain =HUS oEso TS0 Poly-A

pRat-myc-DTBG

Tol2 ot Tol2

» SCMV SUIE O demain T T2I0 pohea

pRat-myc-GAGBG

Tol2 Tol2

s

Ser 535 y ser 546

pEmpty-516

Tal2 & Tal2

» MV e ST S Paly-A

Figura 7. Estructura de los vectores de expresion TOL2 para la transgénesis de BG
en embriones de pez cebra. Los tres vectores que contienen una version de Betaglicano,
poseen el promotor SCMV, posteriormente esta la secuencia que codifica la version de
BG consu 5 UTR y su 3" UTR. En el vector control (pEmpty-516) en lugar de la
secuencia para BG, se encuentra la region de muticlonacion pre existente (mostrado como
&). El vector pRat-myc-DTBG, codifica una version de BG que carece de la cola
citoplasmica (mostrado con *). El vector pRat-myc-GAGBG posee un intercambio de
bases que codifican alanina en lugar de los aminoacidos Ser 535 y Ser 546, eliminando
los dos sitios de glicacion del BG (mostrado en el ovalo). Notar que los cuatro vectores
estan flanqueados a los extremos por las secuencias Tol2, que permite el reconocimiento
del vector por la transposasa, la cual realizard la insercion de la construccion flanqueada

al genoma de la célula.
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Purificacidn y analisis de los vectores Tol2 previo a la microinyeccion

564

Figura 8. Purificacion y andlisis enzimatico de la correcta estructura de los vectores
Tol2. Después de la construccion de los vectores Tol2, se realizaron midipreps para
recuperar cada uno de los diferentes vectores de expresiéon con BG. En la purificacion se
uso el kit PureYield™ Plasmid Midiprep System, Promega®, siguiendo el protocolo del
kit. Los plasmidos purificados fueron analizados con tres endonucleasas; HindIII + Pstl
+ Pvull. El patréon observado correspondid con el patron correcto de los vectores predicho
en el simulador de geles de SnapGene software. Observar en las bandas inferiores a los
asteriscos, que el patron de bandeo del vector con Betaglicano sin GAGs (GAG) es
idéntico al de BG silvestre (WT), de acuerdo a que ambos vectores poseen BG que solo
se diferencia en dos codones cambiados de serinas a alaninas (sitios de glicacion de BG),
notar que el patron de bandeo del BG carente de la cola citoplasmica (DT) es diferente al
silvestre y al de GAG. El vector vacio o control (Empty vector) claramente tiene un patron

de bandeo diferente al resto de vectores que si poseen BG.
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Induccion de transgénesis por el método de microinyeccion y seleccion de
embriones microinyectados mediante fluorescencia

Para la induccion de transgénesis con el sistema Tol2, es necesario que después de
construir los vectores de expresion TOL2; se realice la microinyeccion de cada vector
junto con el MRNA de la transposasa Tol2 en el cigoto de un embrion de pez (Kawakami,
2004; Kwan et al., 2007). Para encontrar la cantidad 6ptima de plasmido y mRNA de
transposasa a microinyectar, inicialmente se hicieron pruebas de estandarizacion;
microinyectando 50pg, 25pg y 15pg de DNA (plasmido no linearizado) con 25pg de
MRNA de transposasa en embriones silvestres en la etapa de cigoto. Posteriormente, se
hicieron observaciones de la mortalidad, morfologia y niveles de fluorescencia a las 24h,
48h y 72h. Se encontrd que en las tres concentraciones habia alta mortalidad de los
embriones, quiza debido a un efecto de la alta cantidad de plasmido microinyectado que
correlaciona con lo mencionado por Chi-Bin Chien en (Kwan et al., 2007). Posterior a las
pruebas de estandarizacién, se decidid microinyectar 10pg de plasmido con 10pg de
MRNA de transposasa, concentraciones que permitieron mayor sobrevivencia de los
embriones microinyectados.

Se realiz6 una serie de microinyecciones de aproximadamente 70 embriones por
microinyeccion, en cada cigoto se administrd 10pg/nl de vector y 10pg/nl de mRNA de
transposasa.

Después de cada serie de microinyeccion a las 48 horas post-fertilizacion (hpf), los
embriones eran observados con microscopia estereoscopica de epifluorescencia para
identificar los embriones con mayor fluorescencia y sin deformaciones, y seleccionarlos
para su crecimiento hasta la etapa adulta. El patrén de fluorescencia que se observo, tuvo
un patrén en mosaico, que correlaciona con el patron de expresion génica tipo mosaico
descrito para la microinyeccion con un vector de expresion en etapa cigoética (Clark et
al., 2011; Hartmann and Englert, 2012), ver figura 9, imagenes A,B,C y D. Este método
de seleccidn por presencia de fluorescencia fue utilizada gracias a que todos los vectores
Tol2 microinyectados poseen la proteina verde fluorescente EGFP como gen reportero,
ver figura 9.
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Microinyeccion y seleccion de embriones microinyectados mediante
fluorescencia

A

28



Figura 9. Microinyeccion de los vectores Tol2 con Betaglicano o de vector control, y
seleccion de los embriones con fluorescencia. En A, se observa la fluorescencia en
mosaico de tres embriones de 48 hpf microinyectados con el vector pRat-myc-WTBG,
visto con microscopia de epifluorescencia. En B, se observa la fluorescencia de dos
embriones microinyectados con el vector pRat-myc-DTBG. En C, se observa a un
embrion microinyectado con el vector pRat-myc-GAGBG. En D, se observa a dos
embriones microinyectados con el vector pEmpty-516 (vector control sin Betaglicano).
En E, se observa a dos embriones silvestres no microinyectados observados con
miscroscopia de epifluorescencia. En F, se observa a los dos embriones de la imagen E,

vistos con luz blanca.

Resumen de los peces microinyectados y seleccionados que llegaron a la etapa
adulta (generacion FO0)

Construccion de BG Total de peces seleccionados

microinyectada gue llegaron a la etapa adulta
pRat-myc-WTBG 32
pRat-myc-DTBG 40
pRat-myc-GAGBG 5
pEmpty-516 (vector 48
control sin BG)

Tabla 1. Total de peces microinyectos seleccionados que llegaron a la etapa adulta.
Después de = 5 meses de crecimiento, una fraccion de los embriones microinyectados
seleccionados por fluorescencia lleg6 a la etapa adulta. La tabla indica el nimero de peces
obtenidos para cada construccion que se microinyecto. A partir de estas cuatro
poblaciones de peces, se realizo la busqueda de peces fundadores transgénicos para cada
una de las tres versiones de Betaglicano.
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Fluorescencia observada en la primera generacion (F1) de peces transgénicos

Como parte de la metodologia usada para encontrar a los peces fundadores transgénicos
(peces adultos que heredan el transgen a su descendencia), se realizd observaciones a
diferentes tiempos de los embriones descendientes de la cruza de un pez adulto (posible
fundador transgénico, ver tabla 1) con un pez silvestre. La fluorescencia por la proteina
verde fluorescente EGFP en la descendencia transgenica sélo se pudo observar a partir de
los 4 dias post fertilizacion, ver figura 10. Los embriones que resultaban no transgénicos
tenian un nivel bajo de fluorescencia debido a autofluorescencia en este tiempo.

Para eliminar la autofluorescencia de los embriones silvestres observada con microscopia
de epifluorecencia, se decidio utilizar microscopia confocal de fluorescencia; esto elimino
en gran medida la autofluorescencia y permitié ver el patrén de fluorescencia en los
embriones provenientes de la cruza de un pez fundador transgénico con un pez silvestre,
ver figura 10.
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Fluorescencia observada en los embriones transgénicos (F1)

Figura 10. Patrdn de fluorescencia de un
embridn transgénico. En las imagenes A 'y
B; se observa dos segmentos de un embrién
de 4 dpf, descendiente de un macho
fundador transgénico para la construccion
pRat-myc-WTBG (Betaglicano silvestre de
rata), la imagen fue tomada con microscopia
confocal. Observar la presencia de
fluorescencia en ojo, encéfalo (flecha azul),
fibras musculares de somitas (flechas
blancas) y médula espinal (flecha roja). La
imagen C, representa la reconstruccién y
empalme de la fluorescencia con la imagen
en campo claro. En la imagen D se observa
a la izquierda, un embrién silvestre de
(36 hpf) y a la derecha un embrién de (36
hpf) descendiente de un fundador
transgénico (genotipificado por PCR), la
imagen fue tomada con microscopia de
epifluorescencia. En la imagen E, se observa
a los embriones de la imagen D, en campo
claro.
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Andlisis de la transgénesis de las diferentes versiones de Betaglicano en la
generacion FO

Después de seleccionar a los embriones microinyectados por fluorescencia, se procedio a
crecerlos para lograr que la mayor parte de estos peces llegaran a la etapa adulta. Los
cuidados se realizaron siguiendo los protocolos establecidos en el laboratorio y en el
manual de cuidado publicado en la base de datos The Zebrafish information Network,
2016. De esta forma se logré establecer poblaciones de peces adultos seleccionados de
la version de Betagliano silvestre (WT-BG), del Betaglicano mutante sin el dominio
citoplasmico (DT-BG) y de los microinyectados con el vector control (Empty-516). Sin
embargo, solo se pudieron crecer pocos peces de la version del Betaglicano mutante sin
sitios de union a glucosaminoglucanos (BG-GAG), ver tabla 1.

A partir de las poblaciones de peces adultos seleccionados post-microinyeccion, se
procedio a analizar la presencia del transgene de las versiones de BG en la aleta caudal
de estos peces mediante PCR (Polymerase Chain Reaction). Los oligos se disefiaron de
forma que amplificara un fragmento de 498pb del dominio Orphan (dominio O), presente
en las tres versiones de Betaglicano (WT-BG, DT-BG y GAG-BG). También se
corrobord que estos oligos fueran especificos para amplificar Betaglicano de rata y no
amplificaran alguna region inespecifica del Betaglicano endogeno del pez.

Se extrajo DNA de la aleta caudal de los peces adultos seleccionados de todas las
versiones de BG o generacién FO. Las PCRs nos demostraron que la mayoria (= 70%) de
la poblaciéon de peces adultos seleccionados, poseia la insercion de la construccion
microinyectada en el genoma de las células sométicas de la aleta caudal. Lo anterior
indico que el sistema TOL2 utilizado y las microinyecciones fueron correctos y que habia
altas probabilidades de que los peces con la transgénesis en células de la aleta caudal,
tuvieran la transgénesis en células germinales y heredaran el transgen a su descendencia,
ver figura 11.

Las tipificaciones por PCR permitio conocer que ~ 54% de la poblacion de peces adultos
seleccionados para el BG silvestre (WT-BG) tenia el transgen en células somaticas,
mientras que para la version de BG mutante carente del dominio citoplasmico (DT-BG);
~77% de los peces tenian el transgen en células somaticas. Para el BG mutante sin sitios
de glicacion (BG-GAG), 4 de los 5 peces adultos que se obtuvieron eran positivos al
transgen en células somaticas. Las observaciones reflejaron una alta tasa de eficiencia en
la transgénesis somatica de las versiones de Betaglicano, el cual es consistente con la alta
eficiencia reportado para el sistema Tol2 (= 50%) (Kawakami, 2004; Kwan et al., 2007).
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500pb

500pb

Transgenesis eficiente en células somaticas de los peces adultos de la
generacion FO

Figura 11. Transgénesis eficiente en células somaticas de los peces adultos
generacion FO. En los geles superior e inferior, se observa una muestra representativa
del analisis de la transgénesis en las tres poblaciones de peces con las tres versiones de
BG microinyectado (WT-BG, GAG-BG y DT-BG). En cada carril se observa la ausencia
0 presencia de una banda de ~ 500 pb (mostrado con una flecha) que pertenece a la
amplificacion de un fragmento de DNA del dominio Orphan de BG de rata; indicando
que los peces de donde se obtuvo el DNA gendémico para la amplificacion, poseen la
insercion de la construccion microinyectada en sus células somaticas. Cada carril
pertenece al DNA gendmico de la aleta caudal de un pez diferente. Los carriles 1-10 son
muestras de peces adultos microinyectados con la version silvestre de BG (WT-BG), (los
carriles 1,2, 4,5, 7'y 10 son peces machos, los carriles 3,6, 8 y 9 son hembras). Los carriles
11-14 son muestras de peces adultos microinyectados con la version mutante de BG sin
sitios de unién a GAGs (BG-GAG), (los 4 carriles son muestras de peces machos). Los
carriles 15-28 son muestras de peces adultos microinyectados con la version mutante de
BG sin el dominio citoplasmico (DT-BG), (los carriles 15, 16, 20, 22, 24, 25 y 27 son
peces machos, los carriles 17, 18, 19, 21, 23 y 26 son hembras). Ambos geles poseen un
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500pb

control positivo de amplificacion (Plasmido BG de rata), donde se utilizo para la reaccién
DNA plasmidico purificado que contiene Betaglicano de rata. Notar que la banda del
control positivo corrobora que las bandas de amplificacion del DNA gendmico de los
peces es especifica de Betaglicano de rata.

Genotipificacion y busqueda de los peces fundadores transgénicos

Una vez que la poblacion de peces seleccionados adultos alcanzé la madurez
reproductiva, se procedio a realizar el tamizaje para encontrar a los peces fundadores
transgénicos para las diferentes versiones de Betaglicano. Para el tamizaje se usé la
técnica de PCR con DNA genomico de embriones, descendientes de la cruza de un pez
silvestre con cada uno de los peces adultos seleccionados que dieron positivo al transgen
en la aleta caudal.

Para cada reaccion de PCR se utiliz6 el DNA gendmico de 25 embriones de 48h post
fertilizacion. El tamizaje permitioé encontrar peces fundadores transgénicos de la version
de Betaglicano silvestre (WT-BG) y de la version de Betaglicano mutante que carece de
la region citoplasmica (DT-BG), ver figura 12.

Figura 12. Deteccion por PCR de peces fundadores transgénicos. En cada carril se
observa el analisis de una muestra de DNA gendémico de un grupo de 25 embriones
descendientes de la cruza de un pez silvestre con un pez positivo en la aleta caudal al
transgen Betaglicano de rata. Los carriles 1 y 2 pertenecen a DNA genémico de embriones
descendientes de un pez positivo en aleta caudal a la version de BG sin dominio
citoplasmico (DT-BG). Los carriles 3-5 pertenecen a embriones de otro pez positivo en
la aleta caudal para el transgen (DT-BG). Los carriles 6 y 7 pertenecen a DNA gendémico
de embriones descendientes de un tercer pez positivo a la version de BG sin dominio
citoplasmico (DT-BG) en la aleta caudal, observar la presencia de una banda de =~ 500
pb; indicando que los embriones son transgénicos para la version de BG carente del
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dominio citoplasmico (DT-BG). El carril 8 pertenece a DNA genomico de embriones
descendientes de un cuarto pez positivo a la version de BG sin dominio citoplasmico (DT-
BG) en la aleta caudal, notar también la presencia de la banda de =~ 500 pb. Los carriles
9y 10 pertenecen a embriones de un pez positivo en la aleta caudal para el transgen de
BG silvestre (WT-BG). Los carriles 11 y 12 pertenecen a DNA gendmico de embriones
descendientes de un quinto pez positivo a la version de BG sin dominio citoplasmico (DT-
BG) en la aleta caudal. Los carriles 13 y 14 pertenecen a embriones de un pez positivo
en la aleta caudal para el transgen de BG silvestre (WT-BG), observar la presencia de la
banda de =~ 500 pb, indicando que los embriones son transgénicos para la version de BG
silvestre de rata. Plasmido BG de rata, es la muestra control positivo, ya que posee DNA
plasmidico purificado de BG de rata, observar la presencia de la banda de = 500 pb.

Resumen de los peces fundadores transgénicos identificados por PCR

El tamizaje por PCR realizado permitié encontrar a varios peces fundadores transgénicos
de la versién de Betaglicano silvestre (WT-BG) y de Betaglicano mutante que carece del
dominio citoplasmica (DT-BG), ver tabla 2.

Construccién de BG Total de peces fundadores
microinyectado transgeénicos obtenidos
pRat-myc-WTBG S peces
pRat-myc-DTBG 4 peces
pRat-myc-GAGBG cero

Tabla 2. Identificacion de una poblacion de peces fundadores transgénicos de BG
silvestre (WT-BG) y de BG carente del dominio citoplasmico (DT-BG). En la tabla se
puede observar el total de peces fundadores transgénicos identificados por PCR segun la
construccién con la cual se microinyecto. La descendencia de cada uno de estos peces
fundadores transgénicos permitira establecer una linea transgénica estable de Betaglicano
de rata silvestre (WT-BG) y de Betaglicano mutante sin el dominio citoplasmico (DT-
BG).
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Discusion

La razon principal en este proyecto de generar peces transgénicos de las tres versiones de
BG fue conseguir una herramienta biologica para realizar rescates fenotipicos en
experimentos de disminucion del BG en diferentes etapas del desarrollo, inducido ya sea
por knock-down o por knock-out. Por tanto, es necesario que los peces transgénicos
expresen de forma constitutiva y ubicua el BG transgénico. Sin embargo, se observo que
la fluorescencia de los peces fundadores transgénicos y de su descendencia, poseen nulo
0 muy bajos niveles de fluorescencia en las primeras 48 hpf. Este bajo nivel de
fluorescencia en los primeros dias del desarrollo de los embriones, podria indicar una baja
expresion del transgen controlado por el promotor SCMV que poseen las construcciones.
La expresion del transgen BG podria no ser constitutiva y ubicua como se esperaba. Por
otro lado, hemos encontrado literatura que habla sobre un patron de expresion tejido
especifico y temporal no constitutivo, de los transgenes controlados por este promotor de
SCMV en pez cebra (Suhr et al., 2009; Mella-Alvarado et al., 2013) .

Esto abre la posibilidad de que la principal caracteristica de los peces transgénicos
generados en este proyecto con el propdsito de realizar ensayos de rescate fenotipico,
podria no ser la adecuada. Ante este panorama, aun es necesario analizar el patrén de
expresion del transgen en la primera generacion de peces transgénicos (generacion F1),
para corroborar fehacientemente que no hay expresion constitutiva y ubicua del transgen
BG regulado por el promotor sSCMV. Cabe resaltar que los niveles de fluorescencia por
un gen reportero, puede no ser un indicador preciso de la actividad de un promotor, ya
que la fluorescencia es afectada multifactorialmente como se mencionara en los parrafos
posteriores. El analisis de la expresion del transgen no debe ser Unicamente a nivel de
MRNA, sino también a nivel de proteina. Si finalmente la expresion del transgen de
interés, no es constitutivo y ubicuo se tendra que replantear la generacion de nuevos peces
transgénicos.

Construccién y andlisis de los vectores TOL2 para la transgénesis de Betaglicano
(BG) silvestre de rata y de sus mutantes (DT-BG y GAG-BG).

La construccion de los vectores de expresion Tol2 para las tres versiones de Betaglicano:
BG silvestre (WT-BG), BG sin el dominio intracelular (DT-BG) y el BG sin sitios de
unién a glucosaminoglucanos (BG-GAG) fue correcta, como lo revelo el anélisis por
digestion enziméatica. Demostrando, la versatilidad y eficiencia tanto del sistema Tol2 kit
como del sistema de recombinacion Gateway®. La estructura final de cada uno de los
tres vectores de expresion Tol2 quedd de la siguiente manera: cada vector posee el
CMV/SP6 cassette como el elemento de regulacion de la transcripcion, elegido dentro del
grupo de plasmidos que componen el Tol2 kit por ser un promotor constitutivo.
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Posteriormente, se encuentra la secuencia codificante para una de las versiones de BG
con su 5" UTR y su 3" UTR, a continuacion hay un elemento IRES que regula la
traduccion de la EGFP codificada como un segundo cistrén en el mRNA. En la estructura
de los vectores de expresion Tol2 se incluyé un promotor constitutivo (SCMV) y una
secuencia IRES antes del gen de la EGFP para que se permitiera la expresion constitutiva
y ubicua (mencionado en (Kwan et al., 2007) tanto del Betaglicano como de la proteina
EGFP, pero con una traduccién independiente de estas proteinas. Este disefio en los
vectores permitiria la seleccion de los peces microinyectados y posteriormente de los
transgénicos mediante fluorescencia, y se evitaria las posibles alteraciones de
estructura/funcion que conllevaria la fusion del Betaglicano con la proteina reportera.

Seleccion por fluorescencia de los embriones microinyectados con los vectores Tol2

Las observaciones de la fluorescencia en los embriones microinyectados, nos permitid
conocer que a las 48h post-fertilizacion se podia apreciar mayor fluorescencia en los
embriones que mantenian un desarrollo normal, permitiendo descartar a los embriones
sin fluorescencia o con deformacion en la seleccidn de los embriones microinyectados,
que serian criados hasta la etapa adulta. La presencia de fluorescencia en diferentes
regiones corporales de los embriones microinyectados con los diferentes vectores de
expresion Tol2 nos permitio conocer en esta etapa, que los vectores y las
microinyecciones estaban funcionando correctamente. Sin embargo, en esta etapa alin no
se tenia certeza si la transgénesis habia ocurrido de forma exitosa en los embriones
seleccionados.

Observacion de la fluorescencia en la descendencia de los peces adultos
seleccionados post-microinyeccion

Parte del tamizaje que se empleo para encontrar a los peces fundadores transgénicos, fue
la presencia de fluorescencia en los embriones provenientes de la cruza de los posibles
fundadores transgénicos con peces silvestres. Las observaciones de la fluorescencia se
hicieron a 24 hpf, 48 hpf, 72 hpf y hasta el sexto dia post-fertilizacion usando un
microscopio estereoscépico de epifluorescencia. EI mayor nivel de fluorescencia se
observo entre las 48 hpf vy el sexto dia. Sin embargo, no se logro observar intensidades
de fluorescencia adecuados para discernir entre embriones transgénicos y no
transgénicos; debido a que habia bajos niveles de fluorescencia en los primeros 3 dias
post-fertilizacion, y por la presencia de autofluorescencia originada por la fluorescencia
intrinseca de las células; la cual emite en longitudes de onda muy similares a las proteinas
verdes fluorescentes (GFPs) (Tsien, 1998). Por esta razon, para disminuir el ruido de
fondo se hicieron observaciones de la fluorescencia con microscopia confocal. Con lo
cual se pudo constatar que si habia fluorescencia en las larvas de algunos peces, posibles
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fundadores transgénicos, ver figura 10. Progenitores que posteriormente dieron positivo
al andlisis por PCR como auténticos fundadores transgénicos.

Debido a que el tamizaje de los posibles fundadores transgénicos por microscopia
confocal, resultaba poco practica para el analisis de las poblaciones de las tres versiones
de Betaglicano. Se decidi6 usar como método de seleccion a la reaccion en cadena de la
polimerasa PCR. Este método nos permitio eficientemente encontrar a peces fundadores
transgénicos, de las versiones de BG silvestre (WT-BG) y del BG mutante sin dominio
citoplasmico (DT-BG), ver figura 12 y tabla 2.

El nivel bajo de fluorescencia observado en la descendencia de los peces fundadores
transgénicos; quizad pueda ser explicado por un nivel bajo de expresién geénica,
determinado por el tipo de promotor que regula la expresion tanto de las versiones del
Betaglicano como del gen reportero (EGFP) en un mRNA bi-cistronico. ElI promotor
sCMV (simian Citomegalovirus) que se utilizd, fue catalogado por el laboratorio de Chi-
Bin Chien (creador del sistema Tol2 kit) como un promotor fuerte ubicuo (Kwan et al.,
2007). Sin embargo, esta catalogacién fue basada en lo reportado por (Rupp et al., 1994;
Turner and Weintraub, 1994), quienes clonaron el promotor de SCMV vy lo utilizaron para
promover la expresion de un gen fusionado con una proteina verde fluorescente en
Xenopus. En estos experimentos ha de tenerse en cuenta que los vectores con este
promotor fueron microinyectados en embriones y el analisis de la expresion regulada por
el promotor sSCMV, fue hecha en éstos mismos embriones microinyectados y no en un
modelo transgénico.

Tanto el promotor SCMV como el de humano (hCMV), se han utilizado para promover
alta expresion en células de mamifero y en otros eucariontes, catalogandose como
promotores fuertes en modelos in vitro. Esto constituyd una de las principales razones de
eleccion del promotor SCMV, para regular la transcripcion de las construcciones de los
vectores utilizados en este proyecto. Sin embargo, tiempo después cuando las
construcciones ya estaban hechas encontramos reportes de que el promotor SCMV no
induce una expresion alta y ubicua en transgénicos de pez cebra (Danio rerio) y en raton.
Se ha visto que el promotor de SCMV y el promotor de hCMV promueven un patron de
expresion tejido especifico y dinamico, conforme avanza el desarrollo de los organismos
transgénicos modelo generados también con el sistema Tol2 kit (Suhr et al., 2009; Mella-
Alvarado et al., 2013).

El promotor SCMV en pez cebra es muy activo para la induccién de expresion génica
transitoria en embriones microinyectados. Sin embargo, Suhr y colaboradores observaron
que en los embriones microinyectados con vectores Tol2 para inducir transgénesis estable
de la proteina EGFP, hay gran variacion en los niveles de fluorescencia entre las
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(24-72) hpf. Posteriormente se caracterizé en la primera y segunda generacion de peces
transgénicos, que el promotor sSCMV promueve expresion génica en: telencéfalo,
cerebelo, médula espinal, retina, bulbo olfatorio y linea lateral en los primeros 2 y 7 dias
post-fertilizacion. En musculo esquelético hubo un intenso nivel de expresion y de
fluorescencia hasta los 2-3 meses post-fertilizacion (Suhr et al., 2009). El patron de
expresion del promotor de SCMV en transgenicos de pez cebra, fue muy similar al patrén
de expresion descrito para el promotor de hCMV también en transgénicos de pez cebra
generados con el sistema Tol2 kit (Mella-Alvarado et al., 2013).

Otros factores que podrian explicar los niveles bajos de fluorescencia observados en los
embriones de los peces fundadores transgénicos o generacion F1 (caracterizados por
PCR) son: el nimero de copias del transgen, la traduccién de la proteina EGFP regulada
por la secuencia Internal ribosome entry site (IRES), y finalmente la eficiencia en la
maduracion de la proteina EGFP. Debe de tenerse en cuenta que la transgénesis inducida
con el sistema Tol2 al ser dependiente de un mecanismo de recombinacion por una
transposasa, el nimero de inserciones del transgen y su localizacion en el genoma de la
célula son inespecificas (Kawakami, 2007), por tanto, el numero de copias entre
diferentes lineas transgénicas puede variar. Por otro lado, la eficiencia en la traduccion de
las proteinas verdes fluorescentes entre ellas de la EGFP, se ha visto que es dependiente
de la secuencia de reconocimiento al ribosomay el uso de codon. Por ejemplo, en modelos
de mamifero la secuencia Kozak es la secuencia mas eficiente para la traduccién de
proteinas GFPs (Tsien, 1998), mientras que hay reportes contradictorios en cuanto a la
eficiencia en la traduccion por los IRES (Internal rybosomal entry sites). Predomina el
supuesto de que la traduccion mediado por IRES es mas baja para el segundo cistrén en
un mRNA bi-cistronico que el no-dependiente de IRES (Hennecke et al., 2001;
Mizuguchi et al., 2000; Sadikoglou et al., 2014) . La fluorescencia de las GFPs también
depende del tiempo y condiciones ambientales del sistema; ya que las diferentes GFPs
poseen tasas de maduracion (plegamiento correcto de la proteina para la conformacion
del fluorocromo) diferentes. Se ha caracterizado que a temperaturas ~ 30° C o mayores,
la maduracion del fluorocromo disminuye considerablemente. La competicién de la
fluorescencia con el ruido de fondo como puede ser la autofluorescencia también afecta
la sefial real de fluorescencia por las GFPs y finalmente la compartamentalizacion celular
de las proteinas GFPs pueden ayudar a mejorar las observaciones de fluorescencia. Un
grado alto de difusion, como puede ser la localizacion citoplasmica o en membrana
citoplasmica, optimizan grandemente la fluorescencia en observaciones macroscopicas
de tejidos u organismos completos que expresan las GFPs (Tsien, 1998).

39



Genotipificacion y hallazgo de fundadores transgénicos para la version de BG
silvestre (WT-BG) y BG mutante sin dominio citoplasmico (DT-BG)

La poblacion de peces posibles fundadores transgenicos que fueron positivos para el
transgen de Betaglicano de rata en la aleta caudal, fueron cruzados con peces silvestres
Tubingen AB. Los embriones de cada cruza fueron sometidos al analisis por PCR para
ver si habian heredado el transgen de uno de sus progenitores; de esta forma se pudo
encontrar a 5 peces fundadores transgenicos para la version de BG silvestre y 4 peces de
la version mutante del BG carente de la region citoplasmica, ver tabla 2. Estos hallazgos
nos permitieron obtener dos poblaciones de fundadores transgénicos, a partir de las cuales
se pueden establecer lineas transgénicas de peces cebra con el transgen del Betaglicano
silvestre de rata y del Betaglicano de rata sin la region citoplasmica. Las observaciones
generales sobre los embriones transgenicos, nos permite decir que gran parte de la
poblacion presenta la viabilidad suficiente para llegar a la etapa adulta.

Posibles cambios metodoldgicos que podrian mejorar el disefio experimental del
proyecto

Ante la problematica de una posible expresion baja del transgen, por una actividad baja
del promotor sSCMV empleado en las construcciones para la transgénesis de las diferentes
versiones del BG, es necesario un nuevo disefio de los vectores de expresion Tol2 para
incluir un nuevo promotor constitutivo y de expresion ubicua ya caracterizado en pez
cebra, como el promotor de B-actina (Kwan et al., 2007). Para evitar los problemas de
autofluorescencia tipico de las proteinas verdes fluorescentes, se podria usar como
proteina reportera a mCherry, ya que es conocido que las proteinas que emiten
fluorescencia a longitudes onda cercanas al rojo, su sefial es menos afectada por la
autofluorescencia de la materia bioldgica (Tsien, 1998). Sin embargo, ante la carencia de
un vector 3"con un IREs-mCherry en la coleccion Tol2kit para generar una construccion
para expresion de un mRNA bi-cistronico con proteinas rojas, seria de mucha utilidad
usar EGFP como gen reportero, pero que tenga localizacién citoplasmica o en membrana
celular (Kwan et al., 2007). Estos sencillos cambios en la construccién de los vectores,
podrian resolver la problematica observada y favorecer el objetivo de estudio planteado
en esta tesis.

Otro abordaje experimental para la generacion de transgénesis en el pez cebra podria ser
de gran utilidad si elimina los problemas que conlleva el uso de un sistema de
transposicion; como la insercion inespecifica del transgen en el genoma del pez.
Recientemente las aplicaciones del sistema tipo Il de Streptococcus pyogenes
CRISPR/Cas9, ha demostrado ser altamente eficiente para la generacién de un
transgénico por knock-in en el pez cebra (Hwang et al., 2013; Kimura et al., 2014). El
sistema CRISPR/Cas9 tiene un porcentaje de éxito arriba del 25% en la generacion de
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fundadores transgenicos (Kimura et al., 2014), casi igual de eficiente que el sistema Tol2.
Nuevas ventajas que el sistema CRISPR/Cas9 para knock-in aportaria a nuestro modelo
experimental serian: tener una transgénesis locus especifico de una sola copia y poder
usar el propio promotor del transgen. Estas ventajas mencionadas anteriormente han sido
caracterizadas por dos grupos de investigacion, quienes demostraron la posibilidad de
realizar knock-in en el pez cebra para la generacion de un transgénico mediante el sistema
de reparacion de DNA independiente de homologia inducida por el sistema CRISPR/Cas9
(Auer et al., 2014; Kimura et al., 2014). La metodologia descrita por Auer y Kimura
resulta tan flexible y eficiente que para hacer uso de ella sélo se necesita disefiar un
SgRNA para la digestion del sitio especifico del genoma blanco, otro sgRNA para la
digestion del vector, el vector que porta el transgen a insertar y el mRNA de Cas9; todos
estos elementos se microinyectan en etapa de célula Unica en embriones de pez cebra.
Posteriormente esta metodologia fue mejorado por Hisano y colaboradores, donde por
implementacidn de pequefias secuencias homologas a la secuencia gendémica blanco que
flanquean el transgen en el vector; se puede lograr una insercion especifica del transgen
evitando las posibles inserciones con pérdida del marco de lectura del transgen. Por tanto,
ya existe una metodologia que podria ayudarnos a obtener peces transgénicos que podrian
usar el promotor enddgeno del transgen, con una insercion especifica y sin problemas de
corrimiento de marco de lectura (Hisano et al., 2015).

La metodologia de CRISPR/Cas9 también podria ser utilizada para generar peces
mutantes del BG, la mutante del BG que carece de la region citoplasmica y de la mutante
del BG que carece de glucosaminoglucanos. Este nuevo enfoque, permitiria hacer un
estudio de la participacion del BG en el desarrollo mediante rescates fenotipicos con el
MRNA del BG silvestre, sin la forzosa necesidad de generar la transgénesis.
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Conclusion

Utilizando la metodologia Tol2 kit para inducir transgénesis en pez cebra, se obtuvieron
peces fundadores transgénicos para la version de Betaglicano silvestre de rata (BG-WT)
y de Betaglicano que carece de la regién citoplasmica (BG-DT). A partir de estos
fundadores transgénicos, se pueden establecer lineas transgénicas de estas dos versiones
de Betaglicano de rata.

Debido a que se ha reportado en la literatura que el promotor que controla nuestras
versiones de BG transgénicos, el promotor SCMV; no posee actividad constitutiva en
transgénicos de pez cebra (Suhr et al., 2009; Mella-Alvarado et al., 2013), es necesario
que se caracterice el patron de expresion del Betaglicano de rata en nuestros transgenicos
para comprobarlo.

Perspectivas

e Seleccionar la descendencia de los peces fundadores transgénicos, para establecer
lineas transgénicas de las dos versiones del Betaglicano (silvestre y mutante
carente de la regidn citoplasmica).

e Caracterizar el patrén de expresion de las versiones del BG en los embriones
transgénicos mediante inmunofluorescencia y RT-PCR cuantitativo.

e Establecer una linea homocigética transgénica de las versiones de BG (BG-DT y
BG-WT) para analizar si existe un fenotipo asociado con estas versiones
transgénicas del Betaglicano en pez cebra.

e Realizar ensayos de disminucion del Betaglicano enddgeno en los peces
transgénicos (BG-DT), por knock-down o knock-out (cruzando los peces
transgénicos con peces knock-out); para analizar in vivo la funcion de la region
citoplasmica del BG durante el desarrollo del pez cebra.

e Generar nuevos peces transgénicos usando un nuevo disefio y metodologia
experimental, por ejemplo, CRISPR/Cas9, para el caso de que los transgénicos no
expresen de forma constitutiva y ubicua el BG y para resolver al mismo tiempo
algunos inconvenientes que posee un transgenico originado por un sistema basado
en un elemento transgénico transponible, como la transgénesis locus no
especifica.
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