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ABREVIATURAS

A: proteina 3-amiloide.

Ac: Anolis caronilensis.

A-P: antero-posterior.

APC: del inglés Adenomatous Polyposis Coli.

BCat: B-catenina.

BCIP: del inglés Bromo-Chloro-Indol-Phosphate p-toluidine.

BMP: Proteina morfogenética 6sea, del inglés Bone Morphogenetic Protein.

Bra: Brachyury.

BSA: suero de albumina bovina.

Bt: Bus taurus.

BTrCP: del inglés B-Transducin repeat-Containing Protein.

CcnA: Ciclina A.

CcnD1: Ciclina D1.

CGR: células ganglionares de la retina.

Ch: cromosoma.

ChIP: Inmunoprecipitacibn de cromatina, del inglés Chromatin
immunoprecipitation.

CPG: células del primordio germinal.

Ct: ciclo umbral en la qRT-PCR, del inglés Threshold Cycle.

DAPI: 4,6-diamidino-2-phenylindol.

Dig-UTP: Digoxigenina 11-UTP.

Dkk1: Dickkopf 1.

DNA: acido desoxirribonucleico, del inglés Deoxiribonucleic Acid.

dph: dias tras la eclosion, del inglés days post-hatching.

Dr: Danio rerio.

D-V: dorso-ventral.

Dvl: Dishevelled.

ESC: células madre embrionarias, del inglés Embryonic Stem Cells.

ENU: etilnitrosourea.
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EPR: Epitelio pigmentario de la retina.

FBS: suero bovino fetal, del inglés Fetal Bovine Serum.

Fgf: Factor de crecimiento de fibroblastos, del inglés Fibroblast Growth
Factor.

Fig.: Figura.

Fr: Fugu rubripes.

FT: factor de transcripcion.

Fz: Frizzled.

Ga: Gasterosteus aculeatus.

GDF: ganancia de funcion.

gDNA: DNA gendmico.

GFP: proteina fluorescente verde, del inglés Green Fluorescent Protein.

Gg: Gallus gallus.

GSK3p: quinasa de la glicgeno sintasa 3.

HD: Homeodominio.

H-E: hematoxilina-eosina.

Hs: Homo sapiens.

HS: choque térmico, del inglés Heat Shock.

ICM: masa celular interna, del inglés Inner Cell Mass.

ID2: Inhibidor de unién al DNA 2, del inglés Inhibitor of DNA binding 2.

IP: Inmunoprecipitacion.

Lefl: Factor de union al amplificador linfoide 1, del inglés Lymphoid
Enhancer-binding Factor 1.

LIF: Factor inhibidor de leucemia, del inglés Leukemia Inhibitory Factor.

LRP: proteina relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad,
del inglés Low density lipoprotein receptor-Related Protein.

M: Mistosis.

Md: Monodelphis domestica.

MHB: frontera entre el cerebro medio y el posterior, del inglés Mid-Hind-
Boundary.

Mm: Mus musculus.
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MO: Morfolino.

Mpb: millones de pares de bases.

mRNA: RNA mensajero, del inglés Messenger Ribonucleic Acid.

n: nimero de elementos de la muestra.

NBT: del inglés Nitro Blue Tetrazolium.

Oa: Ornithorhynchus anatinus.

Ol: Oryzias latipes.

pb: pares de bases.

PBS: tampon fosfato salino.

PCP: polaridad celular planar, del inglés Planar Cell Polarity.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, Polimerase Chain Reaction.

PDF: pérdida de funcion.

PFA: paraformaldehido.

pH3: fosfohistona 3, del inglés Phospho Histone 3.

Pl: yoduro de propicio, del inglés Propidium lodide.

PMSF: fenil metano sulfanil fluorado.

PN: progenitor neural.

PNR: progenitor neural de la retina.

gRT-PCR: RT-PCR cuantitativa, del inglés quantitative RT-PCR.

Rhod: Rodopsina, del inglés Rhodopsin.

rpm: revoluciones por minuto.

RSC: célula madre de la retina, del inglés Retinal Stem Cell.

RT-PCR: PCR de transcripcion reversa, del inglés Reverse Transcriptase-
PCR.

S: sintesis.

Sc: Sus scrofa.

SC: célula madre, del inglés Stem Cell.

sd: desviacion estandar, del inglés Standar Deviation.

Sfrp2: Proteina relacionada con Frizzled Secretado 2, del inglés Secreted
Frizzled-Related Protein 2.

Shh: Sonic Hedghog.
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SNC: Sistema nervioso central.

St.: estadio, del inglés Stage.

TCF: factor de transcripcion especifico de células T, del inglés T Cell-
specific transcription Factor.

Tn: Tetraodon nigroviridis.

TUNEL: del inglés TdT- mediated dUTP Nick End Labelling.

U.A.: Unidades arbitrarias.

WMISH: hibridacién in situ, del inglés Whole Mount In Situ Hibridization.

Wt1: gen del tumor de Wilms.

ZMC: Zona Marginal Ciliada de la retina.

#: NUmero.

La abreviatura se pone junto al nombre al que hace referencia la
primera vez que aparece en el texto, después ya sélo se nhombra como
abreviatura a excepcion de los titulos donde se han utilizado siempre los
nombres completos sin abreviar.

En este trabajo, el nombre de los genes viene indicado en cursiva
con la primera letra en mayudsculas, mientras que la proteina viene
determinada en letra regular. Cuando el gen o la proteina se nombran en

humanos, se han escrito con todas las letras en mayusculas.
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RESUMEN

A lo largo del desarrollo embrionario las células que forman el
embrion deben dividirse numerosas veces hasta alcanzar la cantidad celular
capaz de asegurar la diferenciacion de todos los tejidos y érganos. Por
tanto, la correcta regulacion de la proliferacion y diferenciacion celular es
fundamental para evitar defectos durante el desarrollo embrionario y la
aparicion de enfermedades en el individuo adulto. Aprovechando las
numerosas ventajas que ofrece el pez Medaka (Oryzias latipes; Ol), hemos
estudiado los mecanismos moleculares que regulan la proliferacion y
diferenciacion en los embriones de Medaka en dos momentos distintos del
desarrollo, uno temprano durante la segmentacion y otro tardio durante la
organogeénesis.

El estudio en la etapa temprana de desarrollo se ha centrado, por
una parte, en describir el patrén de expresién de Nanog y Oct4 a lo largo del
desarrollo embrionario, y por otra parte, en estudiar la funciéon endégena de
Nanog. Tanto OI-Nanog como OI-Oct4 presentan patrones de expresion
muy similares a los de mamifero, localizandose en el nucleo de los
blastémeros durante la segmentacién y mas tardiamente, concentrandose
principalmente en las células del primordio germinal. En el adulto, ambos se
expresan en las células germinales de las génadas de Medaka. El estudio
funcional de Ol-Nanog revel6 que es necesario para la transiciéon de la fase
de sintesis del ciclo celular al regular la expresion de Ciclina A, asi como
para la proliferacion del embrién, sin embargo, no parece desempefar un
papel directo en la diferenciacion de las capas germinales embrionarias.
Ademas, Ol-Nanog media la migracion de las células del primordio germinal
mediante la regulacion directa de la expresion de Cxcr4b.

Por otra parte, centramos el estudio de la etapa tardia del desarrollo
en conocer la funcién de la via de sefializacion candnica de Wnt sobre los
progenitores neurales de la retina. Para realizar este estudio utilizamos una

aproximacién con animales transgénicos y otra farmacoldgica que nos
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permiti® manipular la sefializacion de Wnt en distintos momentos del
desarrollo de la retina de Medaka. De este modo, determinamos que la via
de sefializacion de Wnt tiene dos funciones temporales distintas sobre los
progenitores neurales de la retina, una temprana donde regula la progresién
del ciclo celular a través de Ciclina D1, proliferacion, apoptosis vy
diferenciacion; y otra tardia, donde soélo regula la expresion del gen Vsx1,
gue es un marcador de células bipolares. Por tanto, la respuesta de los
progenitores neurales de la retina a la via de Wnt es dependiente del

estadio de desatrrollo.
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ABSTRACT

During embryonic development, the cells that form the embryo must
divide many times until reaching the number of cells required to ensure the
correct differentiation of all tissues. Therefore, the proper regulation of cell
proliferation and differentiation is essential to avoid defects during embryonic
development and the emergence of diseases in the adult. Due to the
favourable experimental characteristics of fish models, we have used the
fish Medaka (Oryzias latipes; Ol), to study the molecular mechanisms that
regulate proliferation and differentiation in Medaka embryos at two different
times of development, the first during segmentation and the second during
organogenesis.

The study undertaken during the early stage of development has
focused on characterising the spatio-temporal expression pattern of two key
factors involved in maintaining pluripotency, Nanog and Oct4, and also
investigating the function of the Medaka Nanog homologue (OI-Nanog)
during development. Both Ol-Nanog and OI-Oct4 transcripts are expressed
in a similar patterns to the mammalian Nanog and Oct4 genes. Both proteins
are located in the nucleus of the blastomeres during segmentation and later
on in development are specifically expressed in primordial germ cells. In
Medaka adults, both are expressed in the gonads and gonadal germ cells.
The functional study revealed that OIl-Nanog is required for the correct
transition of cells within the synthesis phase of the cell cycle by regulating
the expression of Cyclin A. Although having a very important role in cell
proliferation in the embryo, Ol-Nanog does not appear to play a direct role in
the differentiation of embryonic germ layers. In addition, Ol-Nanog mediates
correct primordial germ cell migration by directly regulating the expression of
Cxcr4b, the ligand for the Sdfl receptor.

To study the mechanisms that regulate proliferation and
differentiation in later stages of development, we focused on investigating

the role of canonical Wnt signalling using retina neural progenitors as a
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model system. To perform this study we used a transgenic and
pharmacological approach to manipulate Wnt signalling at early and late
stages of Medaka retina development. With the use of both approaches we
determined that the canonical Wnt pathway has two different functions on
the retina neural progenitors which depend on the stage of development.
During early development we observed Wnt signalling to control the
progression of the cell cycle by regulating the expression of Cyclin D1, and
also to play a role in cellular proliferation, apoptosis and differentiation.
During a later stage of development we observed Wnt signalling to only
regulate the expression of Vsx1, a bipolar cell marker. Therefore, the retina
neural progenitors” response to Wnt signalling is dependent on the

developmental stage of the embryo.
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INTRODUCCION

1. Desarrollo embrionario: control de la proliferacion y

la diferenciacién celular.

Tras la fecundacion, el embrion, formado por una Unica célula, debe
dividirse numerosas veces hasta estar constituido por la cantidad suficiente
de células capaz de asegurar la diferenciacién de todos los tejidos que
necesitara en su vida adulta.

La proliferacion celular, que tiene como objetivo adquirir la cantidad
apropiada de células, y la diferenciacién, que tiene como objetivo formar los
distintos tipos celulares, no son procesos independientes. De hecho, en
cada momento del desarrollo embrionario las células deben decidir entre
continuar dividiéndose o salir del ciclo celular iniciando el proceso de
diferenciacion. Las células embrionarias seguiran uno u otro camino como
respuesta a la comunicacion extracelular y a las sefales intrinsecas que
regulan su desarrollo (Gibert, 2006). Por tanto, la regulacién de esta
sefializacion es crucial, pues niveles inapropiados de la misma producirian
defectos en el desarrollo embrionario 0 mas tardiamente en la vida adulta, la
aparicién de enfermedades.

Para conocer los mecanismos moleculares que regulan la
proliferacion y diferenciacion en las células embrionarias es interesante
estudiar estos procesos en distintos momentos del desarrollo embrionario.
Por este motivo, en este trabajo, se han elegido dos momentos distintos del
desarrollo, uno temprano durante la etapa de segmentacion, y otro mas
tardio, en la etapa de organogénesis.

En primer lugar, se ha estudiado la regulaciéon de las células madre
(SC, del inglés Stem Cell) pluripotentes durante la segmentacion
embrionaria (Fig. 1). El desarrollo embrionario se inicia con el zigoto, que
durante la segmentacion se divide rapidamente para generar los
blastomeros. Estos blastémeros son pluripotentes por lo que pueden
diferenciarse a cualquier tipo celular de las tres hojas embrionarias. En

estos estadios del desarrollo son necesarios mecanismos de regulacion que
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eviten la diferenciacion prematura y aseguren una poblacion de células en
proliferacion suficiente para generar todas las células del individuo adulto.
En esta etapa hemos estudiado dos de los factores de transcripcion (FT)
claves en la regulacion de la pluripotencialidad y diferenciacion de los
blastomeros que son Oct4 y Nanog (Nichols y cols., 1998; Chambers y
cols., 2003; Mitsui y cols., 2003).

En segundo lugar, se ha estudiado la regulacion de las células
progenitoras multipotentes durante la formacién del sistema nervioso central
(SNC) en la etapa de organogénesis, concretamente, durante el desarrollo
de la retina neural (Fig. 1). En esta etapa, hemos estudiado la via de
sefializacion de Wnt, que es una de las vias de sefializacion célula-célula
que puede estar regulando la proliferacién y diferenciacién de los
progenitores neurales (PN).

Para realizar este estudio, se ha utilizado el pez Medaka, por las
multiples ventajas que presenta como animal modelo en biologia del
desarrollo embrionario.

Mbérula Blastula,
Nanog y Oct4

Segmentacion

Adulto

Alevin

Fig. 1. Ciclo de vida de Medaka. Los FT Nanog y Oct4 se han
estudiado durante la segmentaciéon mientras que la via de Wnt se ha
estudiado durante la organogénesis de la retina neural.
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2. Medaka (Oryzias latipes) como modelo animal para el

estudio del desarrollo embrionario de vertebrados.

Oryzias latipes, conocido cominmente como Medaka, es un pez
teledsteo de agua dulce que habita en paises del este de Asia. Los avances
recientes en la genética de Medaka han convertido a este pez en un modelo
de vertebrado idéneo para la investigacién en genética del desarrollo,
gendmica y biologia evolutiva (Ishikawa, 2000; Wittbrodt y cols., 2002).

Los peces Medaka son oviparos y los huevos presentan una
segmentacion telolecitica discoidal. Los adultos miden entre 2.5y 3 cm yes
sencillo distinguir entre ambos sexos porque los machos suelen ser de
menor tamafo que las hembras (Fig. 2) y la aleta dorsal en machos tiene

una hendidura en el margen posterior.

Fig. 2. Peces Medaka
adultos criados en
huevos ' cautividad. Durante la
fecundacion, las hembras
liberan los huevos y los
machos liberan los
espermatozoides. Tras la
fecundacion, los huevos
quedan unidos al vientre
materno algunas horas.

hembra

hembra

A continuacion se van a especificar las ventajas del uso de Medaka
como modelo en el estudio del desarrollo embrionario en vertebrados.
Ademas, se describiran los estadios del desarrollo embrionario de Medaka
asi como el desarrollo de alguno de sus 6rganos, lo que permitira una mejor
comprensién de los resultados obtenidos. Por tanto, para comprender el
patrén de expresion de Nanog y Oct4, ademas del desarrollo embrionario de

Medaka, se va a introducir el desarrollo de las génadas. Posteriormente,
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para entender la funcion que desempefia la via de sefializacion de Wnt en la

retina se va a introducir el desarrollo y estructura de este 6rgano.

2.1. Ventajas que presenta Medaka como modelo animal de

vertebrados.

Los peces de acuario de pequefio tamafio, como Medaka y
Zebrafish (Danio rerio), ofrecen una excelente oportunidad de combinar la
embriologia, la genética y el andlisis molecular en el estudio del desarrollo
de los vertebrados.

Las ventajas que ofrece el pez Medaka como modelo animal de
vertebrados frente a otros animales son muy numerosas (Shima y Mitani,

2004; Kinoshita y cols., 2009). Estas ventajas se enumeran a continuacion:

= Al tratarse de un pez oviparo, el desarrollo embrionario ocurre
externamente. Esto representa una ventaja frente al uso de mamiferos
como modelos animales, donde el desarrollo embrionario ocurre en el
interior de la madre.

»= Los peces Medaka se pueden criar y mantener facilmente en el
laboratorio. Son peces menos sensibles a los cambios ambientales que los
peces Zebrafish. Por ejemplo, pueden habitar en aguas que oscilan
anualmente entre los 4°C y los 40°C. Esto implica que son peces resistentes
a los cambios de las condiciones del agua que pueden suceder en el
laboratorio.

*» Su ciclo de vida es rapido. Cuando estos peces se crian en
condiciones apropiadas de temperatura, alimentaciéon y densidad
poblacional, la madurez sexual se alcanza dos meses después de la
eclosion del huevo.

» Mediante los ciclos de luz se puede controlar el momento diario
de apareamiento. Con el ciclo de luz apropiado se puede lograr que los

peces Medaka se apareen durante todo el afio.



INTRODUCCION

= El nimero de embriones por hembra en cada puesta es muy
elevado, de unos 20 a 30 embriones diarios, llegando incluso a alcanzar los
50 huevos por puesta en las condiciones mas optimas.

» Tanto el corion que rodea al embridon como el propio embrién son
transparentes, y el tamafio del huevo es de 1 mm de diametro, por lo que
todo el desarrollo embrionario puede ser facilmente visualizado mediante el
uso de una lupa (Ver Fig. 5 en apartado 2.2). Este hecho convierte a
Medaka en un sistema apropiado para realizar estudios in vivo de los
procesos de desarrollo embrionario.

» Diversas publicaciones detallan los distintos estadios de
desarrollo de Medaka, lo que es fundamental para poder ser utilizado como
animal modelo (lwamatsu, 2004; Kinoshita y cols., 2009).

= Los embriones de Medaka llegan al estadio de eclosién en 10
dias cuando son incubados a la temperatura 6ptima (26°C). El ritmo del
desarrollo embrionario puede ser controlado mediante la temperatura
ambiental. Por ejemplo, hasta el estadio de blastula, se puede ralentizar e
incluso detener el desarrollo embrionario durante horas poniendo a los
embriones a una temperatura inferior a 10°C. Esta temperatura detiene el
ciclo celular de los blastbmeros que vuelve a reactivarse al incubar los
embriones a 25 °C. Esto implica que en el laboratorio, los embriones pueden
recogerse y mantenerse en hielo, deteniendo asi el desarrollo para poder
manipularlos y activar el desarrollo mas adelante colocandolos a
temperatura ambiente de nuevo.

» Las técnicas de obtencion de transgénicos se aplican con éxito
(Chou vy cols., 2001; Grabher y Wittbrodt, 2007), de hecho, Medaka fue la
primera especie de pez donde se estableci6 la transgénesis de manera
estable (Ozato y cols., 1986). Una técnica eficiente para obtener lineas
estables en Medaka consiste en la coinfeccion de la meganucleasa I-Scel
junto con el vector que incluye el gen de interés flanqueado en ambos
extremos con el sitio de restriccion para la meganucleasa (Fig. 3; Thermes y

cols., 2002). Esta técnica incrementa el nUmero de embriones que expresan
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el transgén y disminuye el nivel de mosaicismo. Ademas, los sitios de
restriccion para I-Scel no estan presentes en el genoma de vertebrados por
lo que no hay riesgo de fragmentacion del genoma de Medaka (para mas

detalles ver Materiales y Métodos, apartado 2).

A I-Scel I-Scel
!\ul.h\i}x(\&«h.‘\\\E?'\'\Ildvlv'\(\,\X‘\(v(v'.v'ﬂ
\ o /)

B Aguja de microinyeccién

{ \ citoplasma
corion \ / corion
. Va embrién en una célula
zanja de ~ yema zanja
agarosa S agarosa
+I-Scel -I-Scel +/-I-Scel
P <
PRI i
Jritiatteiy
y % j
‘ ‘ |
N / \\,“ //‘

A

Fig. 3. Proceso de transgénesis en embriones de Medaka utilizando
la técnica de meganucleasa. (A) Esquema de un vector I-Scel. Este
vector incluye las secuencias de restriccion para I-Scel flanqueando el
conjunto de insercién con el promotor (P), el gen y la secuencia polyA
(pA). (B) La inyeccidn del vector junto con la meganucleasa I-Scel en el
citoplasma de un embrién de Medaka en estadio de una célula produce
mayor nimero de animales transgénicos y menor nivel de mosaicismo
que los embriones inyectados en el citoplasma sin meganucleasa o
inyectados en la yema, como se hace en los embriones de Zebrafish.
(Modificado de Grabher y Wittbrodt, 2007).

= Actualmente se dispone de la secuencia completa del genoma
de Medaka (http://bioll.bio.nagoya-u.ac.jp:8000), que tiene
aproximadamente 800 millones de pares de bases (Mpb; Naruse y cols.,

2004) y 24 pares de cromosomas. Este tamafio supone la mitad que el
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genoma de Zebrafish (1700 Mpb) y es tres veces mas pequefio que el
genoma humano, por lo que lo convierte en un buen modelo de vertebrados
para estudios genémicos.

* Hay una gran diversidad disponible de lineas mutantes estables
de Medaka (http://www.shigen.nig.ac.jp/Medaka). Estos mutantes han
surgido de manera espontanea o0 son generados por mutagénesis a gran
escala utilizando el mutageno etilnitrosourea (ENU; Loosli y cols., 2000).
Esta mutagénesis a gran escala permite conocer la funcién de genes y vias
de sefializacion en vertebrados gracias a la asociacion del fenotipo mutante
a la funcion del gen especifico que lo origina. Una combinacion de lineas
mutantes se han utilizado para generar el pez See-Through, cuyos animales
adultos tienen el cuerpo transparente, lo que permite utilizar técnicas no
invasivas para el estudio morfolégico y molecular en los érganos internos
(Wakamatsu y cols., 2001). Por otra parte, la mutagénesis a gran escala ha
permitido estudiar mutaciones que afectan al desarrollo de las células del
primordio germinal (CPG; Sasado y cols., 2004), las génadas (Morinaga y
cols., 2004) o la retina (Loosli y cols., 2004), entre otras.

* En Medaka hay disponibles células madre embrionarias (ESC
del inglés Embryonic Stem Cells; Hong y cols., 1996). Las ESC son un buen
sistema para el analisis experimental del desarrollo en vertebrados. En
cultivo, las ESC son muy Utiles para el estudio de la diferenciacion celular
(Hong y cols., 2004). Las ESC de Medaka comparten las propiedades in
vitro de las ESC murinas (Hong y cols., 1996), como por ejemplo tener
cariotipo normal o potencial de diferenciacion a muchos tipos celulares bajo
condiciones definidas. Ademds, recientemente, se han obtenido ESC
haploides de Medaka que presentan crecimiento normal, capacidad
pluripotente e integridad gendmica (Yi y cols., 2009). Las ESC haploides
permiten realizar estudios genéticos de fenotipos recesivos en vertebrados

in vitro.
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» Existe un atlas del cerebro adulto de Medaka
(http://lwww.shigen.nig.ac.jp/Medaka/Medaka_atlas/brainAtlas01.html),  asi
como numerosas publicaciones que describen la morfogénesis del cerebro
(Fig. 4; Ishikawa, 1997; Kage y cols., 2004) y el ojo en Medaka (Wittbrodt y
cols., 2002). Recientemente se han descrito las zonas proliferativas del
cerebro adulto de Medaka (Kuroyanagi y cols., 2010).

» Medaka presenta el sistema genético XX-XY para la
determinacion del sexo. Ademas, la determinacion sexual en machos se
establece con la expresion del gen DmrtlbY. Esto lo convierte en un buen
modelo experimental para estudiar los mecanismos de diferenciacion sexual
en vertebrados no mamiferos (Matsuda y cols., 2002; Matsuda, 2005).

* Recientemente se ha establecido Medaka como modelo animal
para el estudio del cancer, basado en el transplante de células tumorales y
seguimiento in vivo de las mismas en tiempo real, aprovechando las
técnicas de fluorescencia (Hasegawa y cols., 2009).

= El mantenimiento en el laboratorio de los peces Medaka es

econdmico en comparacion con el mantenimiento de mamiferos.

2.2. Desarrollo embrionario en Medaka.

Como se ha dicho previamente, en Medaka es sencillo realizar el
seguimiento in vivo del desarrollo embrionario gracias a la transparencia del
embrion y el corion que lo rodea. Ademas, el tamafio del huevo es de
aproximadamente 1 mm, lo que permite su visualizacién mediante el uso de
una lupa.

El desarrollo del embrién de Medaka desde la fecundacion hasta la
eclosion se divide en 39 estadios (Tabla 1 y Fig. 5; lwamatsu, 2004) que se
agrupan en las tres etapas del desarrollo embrionario. La etapa de
segmentacién comprende desde el estadio (st.) 1 al 11, a partir del cual se
inician los estadios de gastrulacion, que incluyen los st. 12 al 18, y

finalmente se da la organogénesis que se inicia en el st. 19 (Tabla 1).
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Br-SC

Mes-Met

Ant Int-Post g.5c

Ant-Int

[
Pit

Fig. 4. Representacién del desarrollo del cerebro de Medaka. (A)
Embrién en estadio de gastrula temprana visto desde el polo animal.
Las futuras células neurales se localizan en un sector dorsal del
blastodermo que engloba unos 140° BD: blastodermo; DL: campo
embrionario. (B) Estadio de gastrula tardia, vista lateral del cuerpo
embrionario; Br: cerebro; SC: médula espinal. (C) St. 18 (néurula), vision
lateral del cuerpo embrionario, el cerebro rudimentario muestra tres
subdivisiones: anterior (Ant), intermedia (Int) y posterior (Post). (D) St.
21, vision lateral. La vesicula del cerebro anterior se divide en
telencéfalo (Tel) y diencéfalo rostral (Di). La vesicula intermedia se
divide en diencéfalo, mesencéfalo (Mes) y metencéfalo (Met). La
vesicula cerebral posterior forma el mielencéfalo (My). OV: vesicula
Otica. (E) St. 25 (tubo neural), visién lateral. El octavo rombomero se
hace visible. PG: glandula pineal; V: ventriculo; Cer: cerebelo. (F) Vision
lateral del embrion en el estadio de cerebro tardio. EI mesencéfalo
dorsal se expande para formar el techo 6ptico (OT). MO: médula
oblongata; Pit: pituitaria; 1l: nervio 6ptico. (G) Visién lateral del cerebro
en el estadio de alevin. Las flechas indican las fronteras de las
subdivisiones. (Modificado de Kinoshita y cols., 2009).
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Tabla 1. Estadios del desarrollo de Medaka desde la fecundacion a
la eclosion. Los estadios de desarrollo determinados por Iwamatsu
(2004) se han agrupado segun las etapas del desarrollo. En cada
estadio se determina la caracteristica principal que lo identifica y las
horas que transcurren desde la fecundacién hasta que el embrion llega

a ese estadio cuando es incubado a 26°C.

. . o horas
Etapas Estadio Caracteristica principal (26°C)
Zigoto ly 2 1 célula. 0.6
Segmentacion 3 al 7 2 a 32 células. 1.5a3.5
8 Mérula temprana. 4
9 Morula tardia. 5.2
Blastula |
10 Blastula temprana. 6.5
11 Blastula tardia. 8
12 Pregastrula, 20% epibolia. 10.2
13y 14 Gastrula temprana. 13a15
15 Géstrula medlq, crece el campo 175
embrionario.
Gastrula Gastrula tardia, 75% epibolia, la placa
16 o 21
neural se hace visible.
. 0 o
17y 18 0 somltas. 9(_)A) eplpolla, ,ce_rebro 25 226
rudimentario, vesicula éptica.
1 a 8 somitas. 100% epibolia, 275a
19 al 21 . o L
regionalizacion cerebral, copas épticas. 34
22 23 9al2 sorr)ltas. Corazon tubular, _ 38 a 41
notocorda, vesicula del cerebro posterior.
Organogénesis 14 a 19 somitas. El corazén palpita,
4y 25 intestino, rombémeros del cerebro 44 a 50
posterior.
26 al 28 22 a 30 somitas, pigmentacion del ojo. 54 a 64
29 al 38 34 a 35 somitas. 74 a 180
39 Eclosion 240

11
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Fig. 5. Estadios de desarrollo embrionario en Medaka desde el
momento de la fecundacion hasta la eclosidon del alevin. Imagenes
de embriones de Medaka vivos en los distintos estadios del desarrollo
embrionario visualizados con una lupa. El niUmero que aparece en cada
imagen corresponde al estadio de desarrollo segun fueron descritos por
Iwamatsu (2004). La transparencia del corion y el embriéon permite
visualizar el desarrollo del embrién y sus estructuras, como por ejemplo
los ojos o las génadas. En los st. 0 al 3 y 13 a 16, la imagen muestra el
polo animal (superior) y el vegetal (inferior) y el embrién se encuentra en
el polo animal. Las imagenes de st. 4 al 12 se han tomado en el polo
animal del huevo por lo que el embridon se localiza centrado en la
imagen. En el resto de estadios se aprecia claramente la disposicion del
embrion. Barra de escala: 200 um. Cada vez que en el texto se nombre
un nuevo estadio del desarrollo de medaka se remitira a esta figura.

12
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Los estadios del desarrollo de Medaka se determinaron en funcién
de distintos parametros embriol6gicos tales como el nimero de blastémeros
y su tamafio, la extension de la epibolia, el nimero de somitas, el desarrollo
de distintos 6rganos como el SNC, el ojo, la notocorda, el corazon y el
sistema circulatorio.

Tras el estadio de eclosion (st. 39), los peces Medaka pasan por los
estadios de alevin y juvenil, donde todavia continGa la organogénesis y
siguen desarrollando algunos érganos y tejidos, antes de llegar a la edad

adulta de reproduccion.

2.3. Desarrollo temprano de las gbnadas en Medaka.

Las gbnadas de Medaka se desarrollan a partir de las células
germinales que dan lugar a los gametos y de células somaticas que dan
lugar al resto de tejidos de la génada. Las CPG se detectan a partir del
estadio de blastula temprana (st. 10) distribuidas aleatoriamente cerca del
polo animal, donde permanecen hasta que comienzan su migracién en el
inicio de la gastrulacién (Fig. 6; Herpin y cols., 2007 y 2008).

En Medaka se han descrito tres etapas secuenciales de migracion
de las CPG (Fig. 6; Herpin y cols., 2008). La primera etapa comienza en st.
14 (géastrula temprana) y termina en st. 17 (néurula temprana). En esta
etapa las CPG migran hacia la base del campo embrionario y esta dirigida
por la quimioquina Sdfla, que se expresa en el mesodermo lateral, y su
receptor Cxcr4, que se expresa en las CPG. En la segunda etapa, que se
da entre los st. 18 a 24 y es independiente de quimioquinas, las CPG
migran pasivamente junto con las células somaticas hacia la linea media
embrionaria. La Ultima etapa se inicia en el st. 26 y en ella, las CPG migran
hacia el mesodermo de la placa lateral, que es la zona donde se formaran
las génadas. En esta Ultima etapa es la quimioquina Sdflb quien participa

en el posicionamiento de las CPG.
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Estadio 10 Estadio 12 Estadio 15
12 etapa

Sl

Estadio 17 Estadio 23 Estadio 26

22 etapa 32 etapa
Sdfla
@ sdfib
» CPG

Fig. 6. Etapas de migracion de las CPG. Las CPG se detectan
inicialmente en st. 10 (vista del polo animal) e inician su migracién en st.
14 hacia la zona marginal del campo embrionario atraidas por Sdfla
mientras que en la tercera fase las CPG migran atraidas por Sdfilb.
(Modificado de Kinoshita y cols., 2009).

Una vez las CPG han migrado desde su lugar de nacimiento hasta
el emplazamiento donde se formaran las goénadas, el primordio gonadal
comienza el dimorfismo sexual para diferenciarse a ovario o testiculo (Fig.
7). En Medaka, el sexo se determina genéticamente mediante el gen
DmrtlbY, localizado en el cromosoma (ch.) Y (Matsuda y cols., 2002;
Matsuda, 2005).
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........................... '.;..............’..................... ovarlo
Formacién del foliculo
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Fig. 7. Desarrollo de las génadas de Medaka desde st. 33 hasta el
adulto. En st. 33 se forma el primordio gonadal, coincidiendo con el
inicio de la expresion del gen DmrtlbY en las células somaticas. En el
momento de la eclosién, las células germinales en las hembras se
incrementan rapidamente, lo que no sucede en el macho. El foliculo
ovarico se hace evidente 20 dph. Soma: células somaticas; Germ:
células germinales; dph: dias tras eclosiéon. (Modificado de Kurokawa y

cols., 2007).

2.3.A. Ovogénesis en Medaka.

La maduraciéon de los ovocitos en el ovario adulto de Medaka es

asincroénica, por lo que en una diseccion de ovario se pueden visualizar

ovocitos en todos los estadios de maduracion.

El desarrollo del ovocito se clasifica en diez estadios en base a su

morfologia externa y sus microestructuras internas. Estos diez estadios

estan agrupados en cuatro fases (lwamatsu y cols., 1988):

= Fase previtelogénica: Los ovocitos se localizan junto al

epitelio del ovario. Los ovocitos no tienen envoltorio y

comienzan a sintetizarlo. Su tamafio pasa de 20 a 150 ym.
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El plasma germinal es visible. Esta fase esta subdividida en
4 estadios (Fig. 8; St.l a St. V).

» Fase vitelogénica: El ovocito pasa de 151 a 800 um. El
plasma germinal desaparece. Aparecen vesicula de yema
en el citoplasma del ovocito. Esta fase esta subdividida en 4
estadios (Fig. 8; St.V a St VIII).

» Fase postvitelogénica (Fig. 8; St. IX): El tamafio del ovocito
pasa de 801 a 1200 uym. La masa de la yema cubre
practicamente todo el citoplasma del ovocito y las vesiculas
de la yema se localizan en la parte exterior del citoplasma.
El corion esta bien formado cubierto de la capa folicular.

» Fase de ovulacién (Fig. 8; St. X): El ovocito mide 1200 pm.
La superficie del ovocito esta cubierta de filamentos. Los

ovocitos migran a la cavidad ovarica.

Fig. 8. Las fases del desarrollo del ovocito de Medaka. A: polo
animal; V: polo vegetal; Y: yema; VY: vesicula de la yema; PG: plasma
germinal. (Modificado de Kinoshita y cols., 2009).
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2.3.B. Espermatogénesis en Medaka.

A los 20 6 30 dias tras la eclosion se inicia la proliferacién de las
espermatogonias tipo A, coincidiendo con la expresiéon del gen Dmrtl,
implicado en esta proliferacion (Kobayashi y cols., 2004). Las
espermatogonias tipo A, que son las células germinales mas
indiferenciadas, se localizan en la periferia de la regidon seminifera del
testiculo (Satoh, 1974).

Las espermatogonias tipo A se diferencian a espermatogonias tipo
B, pero también mantienen el nicho de células progenitoras. Estas
espermatogonias tipo B son células en diferenciacion que se dividen unas
diez veces antes de diferenciarse a espermatocitos. Los espermatocitos

maduran a espermatidas y finalmente se forman los espermatozoides.

3. Factores reguladores de la pluripotencialidad y
diferenciacién en el desarrollo embrionario temprano:

Nanog y Oct4.

Diversos FT controlan el mantenimiento o la pérdida de la
pluripotencialidad en los blastémeros del embrién temprano in vivo y en las
ESC in vitro. Este control sobre la pluripotencialidad regula la diferenciacion
de las distintas células y tejidos durante el desarrollo. Su estudio es
importante no sélo para entender la biologia de los blastomeros, sino
también para entender como funcionan las ESC y manipularlas
adecuadamente con una finalidad terapéutica.

Los tres FT claves en el control de la pluripotencialidad de las ESC
son Nanog, Oct4 y Sox2 (Fig. 9; Nichols y cols., 1998; Avilion y cols., 2003;
Chambers y cols., 2003; Mitsui y cols., 2003; Torres y Watt, 2008). Junto a
estos tres FT claves, en los ultimos afios se han descrito otras proteinas
también implicadas en regular la pluripotencialidad y la autorrenovacion de
las ESC, como son LIF/gp130/Stat3 (Burdon y cols., 2002), FoxD3 (Hanna y
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cols., 2002), Sall4 (Sakaki-Yumoto y cols., 2006; Zhang y cols., 2006) y
Dax1 (Niakan y cols., 2006).

Componentes
de sefializacion

Otros genes de
pluripotencialidad/autorrenovacion
\| Genes de diferenciacion

Fig. 9. Regulacién de la pluripotencialidad en ESC. Los factores
principales, Nanog, Oct4 y Sox2, activan sus genes diana en las ESC
gue codifican para genes de rutas de sefalizacion y otros factores
implicados en pluripotencialidad y autorrenovacion. A su vez, inhiben
genes que promueven la diferenciacion de las ESC. Estos genes de
diferenciacion son inhibidos también por los genes de pluripotencialidad
y autorrenovacién regulados por los genes principales. Los genes
principales y los genes de pluripotencialidad/autorrenovacion presentan
procesos de autorregulacion y regulacién cruzada entre ellos.
(Modificado de Orkin, 2005).

Factores
Principales:
Nanog
Oct4
Sox2

Conocer el funcionamiento de estos FT es fundamental para
entender como se regula la pluripotencialidad y diferenciacion de las ESC.
Este conocimiento de la regulacion de las ESC permitira aprovechar su
potencial terapéutico para el tratamiento de enfermedades (Johnson y cols.,
2008).

La regulacion de la pluripotencialidad por Nanog y Oct4 se ha
descrito principalmente en mamiferos, y el andlisis funcional in vivo de estos
FT se ha centrado en el modelo murino (Nichols y cols., 1998; Chambers y
cols., 2003; Mitsui y cols., 2003). En el embrién preimplantacional de raton
(Mus musculus), la primera determinacién de destino celular se da en el

estadio de mérula. En este estadio, las células que mantienen la expresion
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de Oct4 formaran la masa celular interna (ICM, del inglés Inner Cell Mass),
mientras que las células que pierden la expresién de Oct4 se diferencian
hacia trofoectodermo (Fig. 10A). En el estadio de blastocisto sucede la
segunda determinacion de destino celular, esta vez mediada por Nanog. En
este estadio, sélo las células que expresan Nanog en la ICM continGan
siendo pluripotentes, mientras que las células que no expresan Nanog se
diferencian a endodermo primitivo (Fig. 10B).

A Morula B Blastocisto temprano C Blastocisto tardio D St. cilindro del huevo
Oct4 Masa celular Nanog Epiblasto Ectodermo Lir'1aje de
[_' interna (ICM) P primitivo = células

Loy germinales
o | |
L I|° :;' ] Linaje de
‘ \ ‘ células
A — \\r Endodermo somaticas:
— Yoy visceral Ectodermo
| ; Mesodermo
glawgac_l C:°| s i Endodermo
e \
astoclsto E“°!°‘?'t?rm° Endodermo Cavidad
Gata8  primitivo parietal SO% avida
proamnidtica
Ectodermo

Trofectodermo
Cdx2

extraembrionaric

Fig. 10. Desarrollo de los linajes celulares en el embrién de ratén.
(A) En estadio de moérula las SC (en rojo) se encuentran en el interior de
la masa celular, aquellas células que expresan Oct4 formaran la ICM.
(B) Las células de la ICM que expresa Nanog formaran el epiblasto. (C)
Tras la implantacion, las SC proliferan rapidamente. (D) Las SC del
epiblasto forman el ectodermo primitivo que dara lugar al linaje de
células germinales y sométicas del embrién. En azul se nombran los
factores claves implicados en cada proceso de determinacién de destino
celular. (Modificado de Niwa, 2007).

Para poder entender el papel que desempefan in vivo estos FT en
el control de la pluripotencialidad, asi como la regulacién de los mismos, es
interesante introducir nuevos animales modelo que complementen al
modelo murino. Un animal modelo apropiado para este estudio seria el pez
Medaka, por las mdltiples ventajas que presenta (ver apartado 2.1. de
Introduccion).
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3.1. Nanog y laregulacién de la pluripotencialidad.

Nanog es un FT de tipo homeodominio (HD) que actla junto a Oct4
y Sox2 regulando la pluripotencialidad. Sin embargo, Nanog es el Unico de
los tres cuya sobreexpresion puede sustituir la necesidad del factor inhibidor
de leucemia (LIF, del inglés Leukemia Inhibitory Factor) en ESC de raton
(Chambers y cols., 2003; Mitsui y cols., 2003).

En los embriones de raton nulos para Nanog, la falta de este FT
produce letalidad (Mitsui y cols., 2003). Ademas, como se ha dicho en el
parrafo anterior, la expresién constitutiva de Nanog en las ESC hace posible
la autorrenovacién independiente de LIF sin producirse la pérdida del estado
pluripotente (Chambers y cols., 2003). Sin embargo, en cultivos de ESC,
Nanog presenta un patron de expresion en mosaico y las células que no
expresan Nanog en estos cultivos mantienen la morfologia de célula
indiferenciada con capacidad para generar células Nanog positivas
(Chambers y cols. 2007). Asimismo, estas células nulas para Nanog pueden
autorrenovarse y son pluripotentes, lo que sugiere que Nanog no es
necesario para mantener la pluripotencialidad (Chambers y cols. 2007). Por
otra parte, tras la fusion celular entre una ESC y una SC neural, esta ultima
adopta un estado pluripotente debido a la accion de Nanog (Silva y cols.,
2006).

Nanog se expresa en las génadas en desarrollo de ratones y pollos
(Gallus gallus) pero la funcién que desempefia en su desarrollo no se ha
descrito (Fig. 11; Chambers y cols., 2003; Yamaguchi S. y cols., 2005;
Cafion y cols., 2006; Lavial y cols., 2007). Ademas, en las quimeras de
raton formadas por células Nanog”™ y mérulas de células salvajes, las
células Nanog'/' contribuyen a todos los tejidos, pero en el borde genital sélo
son detectables en las células sométicas, no en las CPG (Chambers y cols.,
2007).

En conjunto, estos resultados obtenidos con el estudio de ESC y el

estudio embrionario en ratén, no resuelven de manera definitiva cuél es la
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funcion endégena de Nanog, por lo que es interesante introducir nuevos

modelos animales para complementar al modelo murino.

Estadios de desarrollo

65 75 85 95 105 NS5 125 135 145 155 165 | Adulto
3 3 3 i 3 3 n 3 3 >
T T T T T T T (4

i i
T T

T T

Nanog lllﬁg [T T]
(1] ]

Oct4

‘ T ——
@@ @ FS -

$4:Céelulas germinales
en desarrollo

Fig. 11. Patron de expresion temporal de Nanog y Oct4 durante el
desarrollo de las génadas de ratén. La expresion de Nanog en las
CPG proliferativas y migradoras aparece en estadio E7.75 y contindia a
lo largo del desarrollo de las CPG, pero tras llegar a las génadas en
desarrollo, Nanog se inhibe en las CPG masculinas detenidas en mitosis
y en las CPG femeninas en meiosis (Yamaguchi S. y cols., 2005). La
expresion de Oct4 se detecta exclusivamente en las CPG a partir de
E7.5 y mantiene la expresién durante su proliferaciéon y migracién hasta
el borde genital. En las hembras, Oct4 se inhibe en las CPG cuando
entran en meiosis y vuelve a expresarse tras el nacimiento. En machos,
la expresion de Oct4 se mantiene en las células germinales durante
todo el desarrollo fetal y tras el nacimiento en los monocitos
proliferativos y en las espermatogonias indiferenciadas (Kehler y cols.,
2004). La localizacién de las células germinales (marcadas en rosa) se
detalla en los dibujos inferiores. (Modificado de Yamaguchi S. y cols.,
2005).

3.2. Oct4 y laregulaciéon de la pluripotencialidad.
Oct4, también conocido como Pou5fl, es un FT con dominio POU

de la clase V que se expresa en células embrionarias pluripotentes y en

células de la linea germinal. Oct4 actla en conjunto con Nanog y Sox2 para
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regular la pluripotencialidad y proliferacion de las ESC (Boyer te al., 2005;
Loh y cols., 2006; Wang y cols., 2006).

En el embrion de mamiferos, Oct4 es necesario para el
mantenimiento de la pluripotencialidad de la ICM y para la supervivencia de
las células germinales (Rosner y cols., 1990; Schéler y cols., 1990; Nichols
y cols., 1998; Pesce y cols., 1998). Los embriones nulos para Oct4 son
letales en los estadios de preimplantacion, lo que sugiere que Oct4 es
necesario para el establecimiento de la pluripotencialidad de la ICM (Nichols
y cols., 1998).

Los estudios en cultivos de SC confirman el papel de Oct4 en la
regulacion de la pluripotencialidad y la diferenciacion en funcion de sus
niveles de expresion (Niwa y cols., 2000).

Oct4 se expresa en las CPG y en las génadas de raton (Fig. 11;
Rosner y cols., 1990; Scholer y cols., 1990; Pesce y cols., 1998). También
se ha detectado la expresién de Oct4 en las CPG humanas (Anderson y
cols., 2007). La inactivacion condicional de Oct4 en las CPG de ratén induce
la apoptosis de las CPG, pero no su diferenciacion, lo que sugiere que Oct4
es necesario para la supervivencia de las CPG (Kehler y cols., 2004).

En Zebrafish, el gen spg/pou2, que es el ortélogo de Oct4, es
necesario para la morfogénesis durante la pregastrula, para la formacién de
la frontera entre el cerebro medio y el posterior (MHB del inglés Mid-Hind-
Boundary; Belting y cols., 2001; Burgess y cols., 2002), la especificacion del
endodermo (Lunde y cols., 2004; Reim y cols., 2004) y participa en la
formacion del eje dorso-ventral (D-V; Reim y Brand, 2006). Aunque algunas
de estas funciones se han conservado en el ratén, otras no han sido
descritas en mamiferos, por lo que pueden constituir nuevas funciones de
Oct4 adquiridas durante la evolucion de los peces o funciones perdidas
durante la evolucién de los mamiferos. Por ejemplo, Oct4 no se expresa en
el MHB de ratones, por lo que no parece estar implicado en la
especificacion del MHB. Ademas, los ratones donde Oct4 se ha inactivado

de manera condicional en los PN presentan cerebros de morfologia normal
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(Lengner y cols., 2007). Otra diferencia entre Oct4 en raton y spg/pou2 en
Zebrafish es que no se ha detectado la expresién de spg/pou2 en las CPG
en desarrollo ni en las génadas adultas de Zebrafish. Por tanto, la expresion
de spg/pou2 en el ovocito maduro puede deberse a la acumulacién de su
RNA mensajero (MRNA, del inglés Messenger Ribonucleic Acid) para su
utilizacion en las etapas tempranas del desarrollo antes de la transicion de
blastula media (Marlow y Mullins, 2008).

En vista de los datos descritos sobre Oct4 en mamiferos y en
Zebrafish, puede ser interesante el estudio en otros modelos animales para
complementar a los modelos ya estudiados y poder determinar claramente

la funcién end6gena de Oct4.

3.3. Nanog y Oct4 en Medaka.

Las redes de genes reguladores de la pluripotencialidad se han
centrado principalmente en modelos animales mamiferos porque, hasta
hace algunos afios, no existia la evidencia de que estas redes de genes
estuviesen actuando en animales no mamiferos. Sin embargo,
recientemente, se han publicado las secuencias de Nanog y Oct4 en
especies de vertebrados no mamiferos, demostrando que no son exclusivos
de mamiferos.

En el pollo, la secuencia de Nanog y la de Oct4 han sido descritas
(Cafién y cols., 2006; Lavial y cols., 2007). La funcion de Nanog en pollo ha
sido caracterizada in vitro en cultivos de ESC de pollo y de ratdén, mostrando
que tanto Nanog de pollo como Nanog de ratén comparten una homologia
funcional en las ESC (Lavial y cols., 2007). Estos resultados se han
confirmado también en Xenopus, donde se han descrito tres genes
homdlogos de Oct4 y uno de ellos, llamado XIPou91, presenta la misma
funcién que Oct4 de mamiferos en las ESC, al mantener la condicion de

troncalidad celular durante el desarrollo temprano (Morrison y Brickman,
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2006). Sin embargo, en ninguno de los dos casos, pollo y Xenopus, se han
descrito las funciones in vivo de Nanog y Oct4.

En peces se han caracterizado ESC con capacidad de
autorrenovacion tanto en Zebrafish como en Medaka (Sun y cols., 1995;
Hong vy cols., 1996). Ademas, la activacion de Oct4 murino es capaz de
eliminar la diferenciacion espontanea de ESC de Medaka (Hong y cols.,
2004) al igual que hace en las ESC de raton (McWhir y cols., 1996). Por otra
parte, se ha identificado una secuencia homéloga de Oct4 de mamiferos en
Medaka, Ol-pou5fl (Thermes y cols., 2006), y en Zebrafish, pou2/spg
(Burgess y cols., 2002). Sin embargo, el estudio de la red de
pluripotencialidad en peces se ha visto limitada por dos motivos. En primer
lugar, hasta el presente trabajo (Camp y cols., 2009) no se habia descrito un
ortélogo de Nanog en peces. En segundo lugar, spg/pou2 de Zebrafish
presenta funciones diferentes en comparacion con el papel que desempefia
Oct4 en mamiferos (ver apartado 3.2. de Introduccion), y spg/pou2 no
puede mantener las ESC murinas, mientras que XIPou9l1 de Xenopus si
puede mantenerlas (Morrison y Brickman, 2006). Ademas, en el caso de Ol-
pou5fl de Medaka, no se han hecho estudios funcionales ni se disponia de
un estudio detallado de expresion hasta el presente trabajo (*Sanchez-

Sanchez y cols., 2010).

3.3.A. Identificacion de Nanog en Medaka.

Previo al estudio de la expresiéon y funcién de Nanog en Medaka
que se presenta en este trabajo, se identificé la secuencia de la proteina
Nanog en Medaka y en otras especies de peces como Zebrafish (Camp y
cols., 2009). La identificacion se realizd con la colaboracién del Dr. Garcia-
Espafia (IIS Pere Virgili, Tarragona, Espafia) y el Dr. DeSalle (Sackler
Institute for comparative genomics, NY, EEUU).

Para la identificacién de las secuencias de Nanog en peces, se

utilizaron como base las secuencias conocidas de Nanog en mamiferos
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(Camp y cols., 2009). El alineamiento de las secuencias de Nanog en peces
y tetrapodos incluyendo mamiferos mostré una conservacion de secuencia
baja. Sin embargo, la conservacion de la secuencia de Nanog en el HD era
maés elevada. Por otra parte, los aminoacidos implicados en la preservacion
de la integridad estructural del HD (Asn51, Arg53, Leul6, Phe20, Val45,
Trp48 y Phe49) estaban conservados en todos los HD de Nanog. Ademas,
la comparacion de la region del HD mostré que el HD de Nanog de
tetrapodos era mas parecido al HD de Nanog de peces que a los HD de
otras proteinas relacionadas (Fig. 12). Conjuntamente con este dato, se
detectaron cuatro residuos del HD de Nanog (Met31, Tyrd2, Lys43, Thr47)
gue difieren de otros HD de proteinas relacionadas y que confieren al HD de

Nanog la especificidad de unién (Jauch y cols., 2008). Estos residuos estan

también conservados en las secuencias de Nanog de peces (Fig. 12).
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Fig. 12. Alineamiento de las secuencias de HD de Nanog en peces,
tetrdpodos y proteinas relacionadas. El alineamiento se ha realizado
en funcidon de la secuencia de Nanog en Medaka. El porcentaje de
similitud a la secuencia de Medaka se indica en el lado derecho.
Naranja: igual en todas las secuencias; verde: igual a Medaka; amarillo:
parecido a Medaka. Asteriscos rojos: marcan los residuos especificos
de Nanog. Las especies se nombran con las dos primeras letras de su
nombre cientifico Ac: Anolis caronilensis; Dr: Danio rerio; Fr: Fugu
rubripes; Ga: Gasterosteus aculeatus; Gg: Gallus gallus; Hs: Homo
sapiens; Md: Monodelphis domestica; Mm: Mus musculus; Oa:
Ornithorhynchus anatinus; Ol: Oryzias latipes; Tn: Tetraodon nigroviridis.
(Modificado de Camp y cols., 2009).
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El analisis filogenético del HD de las proteinas Nanog y otros HD de

proteinas relacionadas demostré que los ortdlogos de Nanog en peces

estaban mucho mas relacionados evolutivamente con los ortélogos de

Nanog en mamiferos que a los HD de otras proteinas relacionadas (Fig. 13;

Camp y cols., 2009).

Hs-DLX4
_E Proporcién
Dr-D1x4 Jackknife
r Hs-NKX2.5 _
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Hs-Nkx3.2 . 50-75%
Gg-Nkx3.2
Dr-Nkx3.2
) ! Sc-Nanog |
: Bt-Nanog |
| Hs-NANOG :
I Mm-Nanog
| Md-Nanog 1
Gg-Nanog :
Ac-Nanog I
Oa-Nanog I
Ol-Nanog |
Ga-Nanog |
Tn-Nanog |
_. Fr-Nanog |
Dr-Nanog 1
______ G;—Ea.:xl____-____
_E Dr-Barxl
Hs-VENTX1
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Fig. 13. Arbol filogenético de la secuencia de aminoacidos del HD
de Nanog y proteinas relacionadas. Dentro del punteado rojo se
localizan los HD de Nanog de las distintas especies estudiadas. El
procedimiento de Jackknife se utilizé para calcular los porcentajes de los
nodos del arbol (Camp y cols., 2009). Ac: Anolis caronilensis; Bt: Bus
taurus; Dr: Danio rerio; Fr: Fugu rubripes; Ga: Gasterosteus aculeatus;
Gg: Gallus gallus; Hs: Homo sapiens; Md: Monodelphis domestica; Mm:
Mus musculus; Oa: Ornithorhynchus anatinus; Ol: Oryzias latipes; Sc:
Sus scrofa; Tn: Tetraodon nigroviridis. (Modificado de Camp y cols.,

2009).
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Los resultados de estos y otros analisis in silico de las secuencias
de Nanog demostraron que la secuencia potencial de Nanog en Medaka era
el ortélogo de Nanog en mamiferos. Ademas, el analisis determin6 que hay
una unica copia de Nanog en el genoma de Medaka, y se localiza en el ch.
20 (Camp y cols., 2009). La secuencia de Nanog de Medaka se depositd en
GenBank y se puede consultar con referencia F1436046.

3.3.B. Identificacion de Oct4 en Medaka.

La secuencia de Oct4 en Medaka ya esta identificada (Thermes y
cols., 2006) y se puede consultar en la base de datos GenBank con
referencia AY639946.

Mediante la colaboracion con el Dr. Garcia-Espafa (1IS Pere Virgili,
Tarragona, Espafa) se investigd si existia una duplicacion de Oct4 en el
genoma de Medaka, pero no se encontraron copias adicionales del gen.
Ademas, el alineamiento entre la secuencia predicha de la proteina de Oct4
en Medaka con otras proteinas Oct4 de humano, ratén, Xenopus y
Zebrafish mostré que la conservacion era mucho més elevada en el dominio
POU que cuando se tiene en cuenta toda la secuencia de la proteina (Tabla
2; ®Sanchez-Sanchez y cols., 2010).

Tabla. 2. Porcentaje de similitud de las secuencias de Oct4 en
distintas especies. El primer numero indica la similitud en la secuencia
entera de las proteinas de Oct4 y el nimero entre paréntesis indica el
porcentaje de similitud en la secuencia del dominio POU de las
proteinas Oct4. (Modificado de *Sanchez-Sanchez vy cols., 2010).

Especies Mm Xl ol Dr
Humano (Hs) 72(92) | 34(64) | 34(69) | 32(68)
Raton (Mm) 31(64) | 32(69) | 31(68)
Xenopus (XI) 34 (70) 31 (68)
Medaka (OI) 63 (94)

27



INTRODUCCION

El andlisis de la sintenia de Oct4 en Medaka mostr6 que este gen

estaba localizado cerca de los genes Clicl y Fu7/Q5FP2_ORYLA al igual

que el gen pou2/spg en Zebrafish (Fig. 14; ®Sanchez-Sanchez y cols.,

2010). La relacion de sintenia entre pou2/spg de Zebrafish y los genes Oct4

de Xenopus, pollo y ratdon ya se habian descrito previamente (Burgess y

cols., 2002; Morrison y Brickman, 2006; Lavial y cols., 2007).

Por tanto, los andlisis realizados confirmaron que la secuencia

descrita para Oct4 en Medaka era la ortéloga del gen Oct4 en mamiferos.

Ch. 12

15,52 Mb

15,55 Mb

Medaka

Q6DVF4_ORYLA/Oct4 —

Q5F2P1_ORYLA/FuUt7 —

Clic3
15,58 Mb

Zebrafish
Ch. 21

Pou2/spg
14,06 Mb

Fut7
14,05 Mb

L ——— Clica

14,04 Mb
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Fig. 14. Relaciéon de
sintenia de Oct4. Relacién
de sintenia entre el ch. 12
de Medaka y el ch. 21 de
Zebrafish (Modificado de
®Sanchez-Sanchez y cols.,
2010).
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4. Factores reguladores de la proliferacion vy
diferenciacion en el desarrollo embrionario tardio: La via

de sefializacion de Wnt.

La via de sefializacién extracelular de Wnt, conocida en Drosophila
como Wingless, regula mltiples procesos del desarrollo embrionario tanto
en vertebrados como en invertebrados (Cadigan y Nusse, 1997; Wodarz y
Nusse, 1998; Hobmayer y cols., 2000; Peifer y Polakis, 2000). Esta via de
sefializacion controla aspectos del desarrollo tales como proliferacion,
diferenciacion, polaridad celular, migracién celular o el crecimiento axonal.
Por otra parte, la pérdida o la activacién inapropiada de esta via altera los
procesos de morfogénesis, destino celular y mitogénesis, por lo que esta via
esta implicada en la aparicién de cancer en humanos, como por ejemplo el
céncer de colon (Polakis, 2000). Ademas, la desregulacion de esta via
también esta asociada a enfermedades degenerativas (Nusse, 2005; Luo y
cols., 2007).

Los genes Wnt codifican para una amplia familia de glicoproteinas
secretadas ricas en cisteinas con actividad morfogenética. Estos genes
estan altamente conservados en la evolucion. Se han identificado 19 genes
Wnt en vertebrados y 7 genes wg en Drosophila. La pertenencia a la familia
Whnt se ha definido por la similitud en la secuencia de aminoacidos de la
proteina en lugar de por las propiedades funcionales. Por ello, las distintas
proteinas Wnt estan asociadas a diferentes funciones y a diferentes vias de
sefializacion reguladas por ellas (Huelsken y Behrens, 2002; Nusse, 2005;
Gordon y Nusse, 2006).

La investigacion en Drosophila y vertebrados ha mostrado que la
sefializacion de Wnt se transduce de dos formas distintas, una de ellas es la
via canodnica o via de Wnt/B-catenina (BCat) y la otra es la via no candnica o
via independiente de BCat (Montcouquiol y cols., 2006). En la via canonica,
la activacion por Wnt lleva a la estabilizacién del factor fCat, que entra en el

ndcleo para regular la transcripcion de los genes diana de la via de Wnt
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(Fig. 15A). Por otra parte, se han descrito dos vias no canénicas de

sefializacion de Wnt independientes de BCat, que son la via del calcio (Fig.
15B) y la via de polaridad celular planar (PCP; Fig. 15C). Las vias no

candnicas de Wnt estan relacionadas con la funciéon de movimiento celular y

polaridad celular (Montcouquiol y cols., 2006).
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Fig. 15. Las vias de sefalizacion de Wnt. (A) Via canénica de Wnt a
través de la BCat. (B) Via del Calcio (no candnica) de Wnt. (C) Via PCP
(no candnica) de Wnt. En las tres vias, Wnt se une al receptor de
membrana Frizzled (Fz), lo que activa intracelularmente a la proteina
Disheveled (Dvl). En esta imagen se ha utilizado la nomenclatura de
vertebrados. (Modificado de Huelsken y Behrens, 2002; Montcouquiol y
cols., 2006).
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4.1. Lavia can6énica de Wnt.

El proceso que caracteriza a la via canoénica de Wnt es la
estabilizacion en el citoplasma de BCat y su subsecuente translocacién al
nucleo, donde acttia como FT (Fig. 15A; Gordon y Nusse, 2006).

Si la via de Wnt est4 inactiva, debido a la ausencia de la proteina
Wnt extracelular, se produce la fosforilacion de BCat por la quinasa de la
glicogeno sintasa 3 (GSK3p) en sus residuos serina/treonina 33, 37 y 41.
La GSK3p forma un complejo destructor de la BCat junto con Axina y APC
(del inglés Adenomatous Polyposis Coli), este complejo mantiene niveles
bajos de pCat citoplasmatica. La fosforilacion de BCat en los residuos
serina/treonina 33 y 37 produce la ubiquitinacién de la BCat por BTrCP (del
inglés B-Transducin repeat-Containing Protein) y su marcaje para ser
degradada por el proteosoma (Zeng y cols., 1997; Huelsken y Behrens,
2002).

La via de Wnt se activa cuando la proteina Wnt extracelular se une
a un complejo receptor de membrana formado por siete receptores
transmembrana Frizzled (Fz) y la proteina LRP (del inglés Low density
lipoprotein receptor-Related Protein). Al activarse la via, Dishevelled (Dvl)
inhibe el complejo formado por Axina-APC-GSK3p al desplazar la GSK3f3
de la Axina. De este modo, se bloquea la degradacién de BCat, la cual se
estabiliza acumuldndose en el citoplasma, y finalmente es traslocada al
nucleo. En el nucleo, la BCat se asocia a los FT TCF/LEF1 (del inglés T
Cell-specific transcription Factor/Lymphoid Enhancer-binding Factor 1)
formando un complejo que regula la expresién de sus genes diana (Fig.
15A; Huelsken y Behrens, 2002).

La gran mayoria de genes diana regulados por la via canénica de
Wnt estan implicados en la regulacién de la proliferacién, el ciclo celular, la
apoptosis o la determinacién del destino celular. Algunos de estos genes
son por ejemplo Ciclina D1 (CcnD1), que regula el ciclo celular (Shtutman y
cols., 1999; Tetsu y McCormick, 1999); ID2 (del inglés Inhibitor of DNA
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binding 2), que regula el ciclo celular y diferenciacion celular (Lasorella y
cols., 1996; Memezawa y cols., 2007); Myc, que regula procesos de
proliferacion y apoptosis (Amati y cols., 1998; Prendergast, 1999; You y
cols., 2002; Singh y Dalton, 2009), Siamois y Twin, que regulan procesos
tempranos de determinacion celular (Laurent y cols., 1997; Fan y cols.,
1998; Kodjabachian y Lemaire, 2001; Ishibashi y cols., 2008). Al ser genes
implicados en los procesos generales del desarrollo, la desregulacion de la
via candnica de Wnt desencadena la aparicion de enfermedades humanas
tales como cancer (Polakis, 2000), lo que convierte a esta via de
sefializacion en una diana potencial para el descubrimiento de farmacos
oncolégicos (Janssens y cols., 2006).

Otros genes diana de BCat son aquellos que codifican para
proteinas que participan en la propia via de sefializacion de Wnt, y que
ademas del papel que desempefian en la via canodnica, actian también
como reguladores de la misma. Son por ejemplo los genes
Conductina/Axina2, cuya expresion inhibe a la propia via de Wnt mediante
el aumento del complejo de degradacién de la BCat (Lustig y cols., 2002) y
Lefl que activa la via al actuar como cofactor de la BCat (Filali y cols.,
2001).

4.2. La via de sefalizacion de Wnt en el sistema nervioso

central.

En el SNC, la via de sefializacién canonica de Wnt esta implicada
en el desarrollo del cerebro, la médula espinal y la ampliacién de numerosas
subpoblaciones de neuronas motoras y sensoriales.

Una de las funciones morfogenéticas mejor estudiadas de la via de
Wnt en vertebrados es su implicacion en la especificacion neuronal del tubo
neural dorsal. Durante la neurogénesis, los PN adquieren su identidad
neuronal en funcién de su posicién D-V en el tubo neural en desarrollo. En
este proceso, estdn implicados dos centros organizadores del tubo neural.

Por un lado, en la parte ventral del tubo neural se encuentra la placa del
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suelo, que segrega Shh (Sonic Hedghog). El otro centro organizador es la
placa del techo, que esta en la zona dorsal y segrega BMP (del inglés Bone
Morphogenetic Protein) y Wnt, los cuales generan un gradiente opuesto al
de Shh. Se ha visto que Wntl y Wnt3a son necesarios para la expansion de
los PN dorsales y ademas, también son necesarios para la diferenciacion de
los PN a interneuronas D1 (Fig. 16; lkeya y cols., 1997; Muroyama y cols.,
2002; Chizhikov y Millen, 2005; Ciani y Salinas, 2005).

PLACA DEL TECHO __

Gradientes morfogeneticos

PLACA DEL SUELO

Fig. 16. La via de Wnt en el eje D-V del tubo neural. El gradiente
morfogenético D-V de Wnt en el tubo neural regula la proliferacion de
los PN dorsales y ademas induce la diferenciacion a interneuronas D1
mediante la interaccion con los morfégenos Shh y BMP. (Modificada de
Ciani y Salinas, 2005).

Ademés de la funcion de Wnt en la especificacion neuronal D-V,
esta via también participa en el establecimiento del patrén neural antero-
posterior (A-P) del tubo neural (Kiecker y Niehrs, 2001). En este caso, la
fuente emisora de Wnt se localiza en el eje posterior especificando los
destinos celulares posteriores. Los antagonistas de Wnt como Dickkopf 1
(Dkk1) y Cerberus restringen la sefializacion de Wnt en las estructuras
anteriores (Fig. 17A). En X. laevis, el gen Xldax, que es un inhibidor de la
via canonica de Wnt, reduce la expresion de los marcadores neurales
anteriores (Michiue y cols., 2004). Ademas, en el eje A-P, Wnt también

genera gradientes locales para regionalizar el tubo neural. Es el caso de la
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MHB, donde Tlc, que es un antagonista de Wnt al ser un homélogo de la
proteina secretada Fz, se expresa anteriormente regulando la formacién de

las células telencefalicas (Fig. 17B; Houart y cols., 2002).
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Fig. 17. La via de Wnt en el eje A-P del tubo neural. (A) Vista dorsal
del tubo neural mostrando el gradiente de sefalizacion de Wnt desde la
zona posterior (P) a la anterior (A) para especificar los destinos
celulares posteriores. Los marcadores Otx2 y Gbx2 se utilizan para
determinar los destinos anteriores y posteriores respectivamente. (B) El
gradiente local de Wnt en el MHB que especifica las células
telencefélicas. D-diencéfalo, R-rombencéfalo, SC-médula espinal, T-
telencéfalo. (Modificado de Ciani v Salinas, 2005).

Muchas de las proteinas de la via de sefializacion canonica de Wnt
implicadas en la especificacién del tubo neural también estan implicadas en
la especificacién del destino celular de la cresta neural (Lee y cols., 2004) y
el palium dorsal en el cerebro anterior (Backman y cols., 2005).

Ademéas de su funcion en la especificacion celular, la via de
sefializacion de Wnt también regula la proliferacion de células precursoras

especificas en el cerebro en desarrollo (Panhuysen y cols., 2004). Las
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proteinas Lefl/Tcf regulan la generacién de las células granulosas del giro
dentado y el desarrollo del hipocampo (Galceran y cols., 2000).

Por otra parte, la desregulacion de la via de sefializacion de Wnt se
asocia a enfermedades neurodegenerativas 0 neuropsiquiatricas. Por
ejemplo, en la enfermedad de Alzheimer, la neurotoxicidad de la proteina 3-
amiliode (AB) en las neuronas de hipocampo se ha asociado al incremento
de los niveles de GSK3p y la pérdida de BCat (Garrido y cols., 2002). Otro
ejemplo consiste en que muchas de las personas afectadas por
esquizofrenia presentan niveles anormales de Wntl en el cerebro (Miyaoka
y cols., 1999). Finalmente, en la retinitis pigmentosa, que consiste en la
degeneracion de la retina por la pérdida progresiva de fotorreceptores, se
ha detectado un aumento en la secrecién de Sfrp2 (del inglés Secreted
Frizzled-Related Protein 2), que es un inhibidor de Wnt, lo que indica que la
pérdida de la via de sefializacion de Wnt puede inducir la

neurodegeneracion de la retina (Jones y cols., 2000).

4.3. Lavia candénicade Wnt en laretina neural.

4.3.A. Desarrollo temprano del ojo en Medaka.

El desarrollo del ojo en Medaka comienza durante la gastrulacion al
especificarse la placa neural anterior (Fig. 18A). En este estadio es
necesario que las vias de sefializacién de BMP y Wnt, que promueven la
caudalizacion del embrion, estén inhibidas (Wilson y Houart, 2004).

Al finalizar la gastrulacion se especifica el campo del ojo. El campo
del ojo estd constituido por neuroectodermo, que formara la retina, y
ectodermo superficial, que originara la lente y la cérnea (Fig. 18B). En esta
etapa del desarrollo del ojo estan implicados los genes Six3 y Pax6 (Loosli y
cols., 1999; Carl y cols., 2002).

La aparicion de los dos primordios del ojo a partir de un Unico

campo del ojo se debe a diversas vias de sefializacién que proceden del
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tejido axial (Fig. 18C). Algunas de las vias implicadas son la via de Nodal, la
via de Fgf (del inglés Fibroblast Growth Factor) y la via de Shh (Take-Uchi y
cols., 2003).

La morfogénesis del ojo se inicia durante la neurulacién, donde se
invaginan las vesiculas oOpticas a partir del cerebro anterior. En esta etapa
es necesaria la funcion del gen Rx3. El mutante eyeless de Medaka,
deficiente en Rx3 funcional, no forma los ojos (Loosli y cols., 2001). Tras la
formacién de las vesiculas Opticas, se da una invaginaciéon que forma las
copas opticas, originando una estructura en dos capas compuestas por la
retina neural y el epitelio pigmentario de la retina (EPR; Fig. 18D).
Finalmente, la retina neural, que al evaginarse estaba formada por una
Unica capa, comienza la diferenciacion de los distintos tipos celulares de
manera secuencial (Fig. 18E).

Fig. 18. Representacién del
desarrollo de la retina en Medaka.
A La linea central es la linea media
que divide el embrion en el eje
izquierda-derecha, Y ademas
representa el eje temporal desde el
desarrollo mas temprano (arriba) al
desarrollo més tardio (abajo). (A)
Especificacion de la placa neural
C ‘ anterior. (B) Determinacion del
campo del ojo (naranja), en verde se
indica el tejido que dara las lentes.
(C) Formacion de los dos primordios

| N
de la retina. (D) Evaginacion de la
vesicula éptica y posterior formacion
de la copa Optica. En azul se indica
E ' ‘ el nervio optico, en amarillo el EPR y
la retina neural en naranja oscuro.

(E) Diferenciacién de la retina neural.
(Modificado de Wittbrodt y cols.,
2002).
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4.3.B. La retina neural como modelo para el estudio del

desarrollo del sistema nervioso central.

La retina es un modelo idéneo para el estudio de la proliferacion y
diferenciacion durante el desarrollo del SNC en vertebrados por las
multiples ventajas que ofrece. Estas ventajas se basan en que la retina
neural es una de las regiones del SNC mas accesible y los siete principales

tipos celulares que la forman estan bien caracterizados, disponiéndose en

una organizacién laminar caracteristica conservada evolutivamente (Fig. 19;
Ramoén y Cajal, 1892).

CAPA NUCLEAR

«—— EXTERNA T,

+————CAPA PLEXIFORME—>
EXTERNA

T CAPANUCLEAR —
INTERNA -
<«—— CAPA PLEXIFORME —*
INTERNA
<+<——— CAPADE CELULAS/ : i
GANGLIONARES Seccién de laretina

de un ojo humano.

Fig. 19. Estructura de la retina de vertebrados. En vertebrados, la
estructura de la retina neural estd muy conservada evolutivamente, por
lo que se puede observar la misma disposicién celular en laminas tanto
en el ojo de Medaka (izquierda en la imagen), como en el ojo humano
(derecha en la imagen). Las secciones han sido tefiidas con
hematoxilina-eosina. La seccion de la retina humana se ha tomado de
Gilbert, 2006.

Los siete tipos celulares de la retina neural se componen de seis
tipos de neuronas y uno de glia. Los tipos celulares son las células
ganglionares de la retina (CGR), las células horizontales, las células
amacrinas, las células bipolares, los conos, los bastones y la glia de Mdller.
Todos estos tipos celulares se forman a partir de un Unico tipo de progenitor
neural de la retina (PNR) proveniente del ectodermo neural, mientras que
las células que formaran la lente y la cérnea provienen del ectodermo

superficial.
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El desarrollo de la retina neural se inicia con un periodo de
divisiones mitéticas rapidas para expandir el numero de PNR. Al igual que
sucede en otros tejidos del SNC, los nicleos de los PNR migran arriba y
abajo a través del tejido neural en desarrollo dependiendo de la fase del
ciclo celular en la que se encuentren. La fase de sintesis (S) del ciclo celular
se produce en la zona basal de la retina neural, mientras que en la zona
apical, junto al EPR, sucede la fase de mitosis (M; Fig. 20; Martins y
Pearson, 2007). Posteriormente, estos PNR se diferencian a uno de los
siete tipos celulares de la retina.

EPR [ Fig. 20. Migracién nuclear
- _ OCEEEEEE® de los PNR segln las
Mitosis 't distintas fases del ciclo
celular. La fase M sucede
- en la zona apical de la

lG1 |

I

capa de PNR, mientras que
’ la fase S se da en la zona
GZT l T basal. La fase G1 sucede

mientras el nicleo
desciende hacia la zona
basal y la G2 cuando el
Fase S Célula il o I
postmitstica NUCl€0 asciende a la zona
apical. (Modificado de
= e e Martins y Pearson, 2007).

Capa de PNR

La diferenciacién de los distintos tipos celulares de la retina neural
sigue una secuencia temporal muy conservada en las especies de
vertebrados (Livesey y Cepko, 2001). En primer lugar se diferencian las
CGR, seguidas de los conos, células horizontales y gran parte de las células
amacrinas, posteriormente se forman las células bipolares, la glia de Miller
y el resto de amacrinas, mientras que los bastones se forman durante todo

el proceso de diferenciacion (Fig. 21).
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NEUROGENESIS EN LA RETINA

Glia de

Célula 5 Muller
. Cono Célula Basté
N aston
ganglionar amacrina

U Célula horizontal

tiempo

RETINA MADURA

Fig. 21. Secuencia neurogénica en la retina neural de vertebrados.
Durante el desarrollo embrionario, los PNR salen del ciclo celular
diferenciandose en los distintos tipos celulares, siguiendo una secuencia
temporal de diferenciacion muy conservada en los vertebrados, donde
las CGR son las primeras en formarse y las bipolares las ultimas.
(Modificado de Martins v Pearson. 2007).

En este proceso de desarrollo de la retina, los PNR se ven
expuestos a una serie de factores tanto intrinsecos como extrinsecos que
regulan la proliferaciéon y posterior determinacién del destino celular. En la
retina de Xenopus, la salida temprana del ciclo celular promueve la
diferenciacion de los PNR lo que implica un programa intrinseco de
diferenciacion (Ohnuma y cols., 2002). Por otra parte, en pollo y otros
vertebrados, la diferenciacion de los PNR esti controlada por sefiales
extrinsecas tales como Fgf y Shh. En este modelo de diferenciacion, Fgf
promueve la expresion del gen proneural Ath5 (Martinez-Morales y cols.,
2005) en el nervio éptico y se propaga por Shh a lo largo de toda la retina
(Masai y cols., 2000; Neumann y Nuesslein-Volhard, 2000).

Una de las vias de sefializacién que ejerce su funcién extrinseca

sobre la retina es la via canénica de Wnt.
4.3.C. Expresién y funcién de Wnt en laretina de vertebrados.
Muchos componentes de la via de sefializacién de Wnt se expresan

en la retina durante el desarrollo del ojo, y la actividad de Wnt se ha

detectado en la retina utilizando diversos reporteros, lo que sugiere que la
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via de sefializacién de Wnt participa en la regulacién del desarrollo de esta
estructura (Jasoni y cols., 1999; Esteve y cols., 2000; Jin y cols., 2002;
Fuhrmann y cols., 2003; Kubo y cols., 2003; Liu y cols., 2003, 2006; Yokoi y
cols., 2003; Van Raay y Vetter, 2004; Van Raay y cols., 2005; Veien y cols.,
2005).

Si bien no se han hecho estudios de expresion para todos los genes
Whnt, en Medaka, el gen Wnt8b se expresa en la retina en la zona central de
la vesicula optica en st. 22 y en la zona marginal ciliada (ZMC) dorsal en st.
24 (Yokoi y cols., 2003). En Zebrafish Wnt2b y Wnt8 se expresan en el EPR
y ademas hay muchos miembros de la familia de FT Tcf, mediadores de la
sefial de Wnt, que se expresan de manera dindmica en el ojo en desarrollo
(Veien y cols., 2008). Por otra parte, Dkk3 se expresa en la glia de Miller y
en las CGR, donde actia como un regulador positivo de la sefializacién de
Wnt en la retina de raton (Nakamura y cols., 2007). Fz5 es otro de los
miembros de la via de Wnt que regula la diferenciacién neural en la retina
de Xenopus. La inhibicion de Fz5 en los estadios iniciales del desarrollo
embrionario reduce la proliferacién celular en la copa éptica e incrementa la
diferenciacion de lo PNR hacia glia de Miiller (Van Raay y cols., 2005). Esto
sugiere que Fz5, y por tanto, la via de sefializacion de Wnt, tiene una
funcién especifica en la diferenciacion celular durante la formacion del ojo.
Sin embargo, la inhibicion de Fz5 puede alterar procesos iniciales del
desarrollo del ojo que afectarian al desarrollo de la retina. En Zebrafish, Fz5
y Wntll actian suprimiendo la sefalizacién de Wnt y facilitan la formacion
del campo optico (Cavodeassi y cols., 2005).

Aunque las diferentes funciones de la via de Wnt en la retina
pueden ser atribuidas a distintos miembros de la familia Wnt, también puede
suceder que multiples funciones estén reguladas por un Unico componente
de la familia, como es el caso de Wnt2b. En la ZMC, Wnt2b regula la
proliferacion de las células de la lente (Jasoni y cols., 1999) y de las células
madre de la retina adulta (RSC, del inglés Retinal Stem Cell; Kubo y cols.,

2003). Wnt2b también induce proliferacién de los PNR tempranamente,
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inhibiendo su diferenciaciéon (Kubo y cols., 2005). Sin embargo, en otros
experimentos, Wnt2b induce diferenciacién hacia destinos periféricos del
0jo, el cuerpo ciliado y el iris (Cho y Cepko, 2006). También se ha descrito
que la sefializacion canénica de Wnt promueve la proliferacion de los PNR y
la regeneracion de explantes dafiados de retina en mamiferos (Osakada y
cols., 2007). Mas recientemente, se ha demostrado que la via de
sefializacion de Wnt regula la proliferacién en las RSC de los ojos de
renacuajos de Xenopus (Denayer y cols., 2008).

Por tanto, las publicaciones asignan diferentes funciones a la via de
sefalizacion de Wnt durante el desarrollo del SNC y mas concretamente de
la retina neural. Sin embargo, hay discrepancias en los resultados tales
como los descritos para la funcién del gen Wnt2b. Muchas de estas
contradicciones pueden ser el resultado de comparar la funcién de la via de
Wnt en diferentes momentos del desarrollo o a las distintas técnicas
experimentales utilizadas, particularmente, en el caso del uso de técnicas in
vitro. Por tanto, es importante conocer el papel principal que desempefia la
via de sefializacion de Wnt durante el desarrollo de la retina in vivo y
determinar si la funcién de esta via de sefalizacién varia a lo largo de los
distintos estadios de desarrollo embrionario. Ademas, como se ha
mencionado, la via candnica de Wnt esté implicada en la regulacién de las
RSC en retinas adultas, por lo que el conocimiento del funcionamiento de
esta via en la retina también permitird disefiar terapias utilizando las RSC

para la curacion de enfermedades tales como la retinitis pigmentosa.
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El objetivo general de esta tesis consiste en estudiar los
mecanismos de control de la proliferacion y diferenciacion a lo largo
del desarrollo embrionario de vertebrados. En primer lugar, se ha hecho
un estudio en estadios tempranos del desarrollo, para conocer como Nanog
y Oct4 regulan estos procesos en las células pluripotentes durante la etapa
de segmentacion embrionaria y en el desarrollo del linaje de células
germinales. Mas tardiamente, se ha hecho un estudio temporal de la
regulacion de la via de Wnt durante la organogénesis de la retina neural.

Los objetivos especificos son:

= Estudio del patron de expresion de Nanog y Oct4 in vivo
durante el desarrollo de los embriones Medaka como
modelo de vertebrados. Esto nos permitird comparar la
expresion de estos FT en Medaka con la descrita para otros
vertebrados.

= Estudio de la funcién de Nanog in vivo durante el
desarrollo temprano de los embriones Medaka como
modelo de vertebrados. Esto nos permitira conocer con
mas detalle la funcibn enddgena de este FT
complementando asi los estudios in vivo en el modelo

murino e in vitro en las ESC.

*» Validacion de Medaka como modelo animal para el

estudio de los genes de pluripotencialidad in vivo.
» Estudio de la funciéon de Nanog in vivo durante el

desarrollo de las gonadas de los embriones Medaka

como modelo de vertebrados. Esto nos permitird conocer
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la funcion de Nanog en estadios mas tardios,
probablemente relacionada con el desarrollo del linaje de

células germinales.

Estudio temporal in vivo de la funcién de la via de
sefializacién de Wnt durante los distintos estadios de
organogénesis de la retina neural en los embriones
Medaka como modelo de desarrollo del SNC en
vertebrados. Mediante  aproximacién  genética 'y
farmacoldgica, podremos manipular la via de manera
condicional in vivo, lo que nos permitird estudiar de manera
detallada la funcién endégena de la via de Wnt en la retina
neural y conocer si esta via desempefia varias funciones en
la retina de vertebrados dependiendo del estadio de

desarrollo de la misma.
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EL genio se compone de 2% de talento
Y 98% de perseverante aplicacion.
Ludwig van Beethoven
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1. Animales.

Para este estudio se han utilizado peces Medaka (Oryzias latipes)
de la cepa Cab (generosamente proporcionada por la Dr. P. Bovolenta,
Instituto Cajal, Madrid). Cab es una cepa comercial disponible en Carolina
Biological Supply (http://www.carolina.com; Loosli y cols., 2001).

Los animales adultos se mantuvieron en acuarios con agua en
constante circulacién, a una temperatura de 28°C y un ciclo diario de 14
horas de luz y 10 horas de oscuridad. Se alimentaron diariamente con
artemia recién eclosionada dos veces al dia y comida seca una vez al dia.

Los embriones se recogieron por desove natural y se incubaron a
25°C en solucibn de yamamoto (Yamamoto, 1975). La edad de los
embriones de Medaka se nombra en estadios. Para determinar el estadio de
desarrollo embrionario se utilizé la descripcion de lwamatsu (2004), que va
desde st. 0 en el que se inicia la activacién del huevo hasta st. 39 previo a la
eclosién (ver Fig. 5 de Introduccion).

Las lineas transgénicas que se han utilizado en este trabajo son:

- HS-Wnt8: generada en el laboratorio (ver apartado 2 en
esta seccion).

- HS-DNWNnt8: generada en el laboratorio (ver apartado 2 en
esta seccion).

- Ath5-GFP: generosamente proporcionada por el Dr. J.
Wittbrodt (EMBL, Alemania; Del Bene y cols., 2007).

1.1. Tratamientos farmacolégicos.

El tratamiento farmacoldgico se ha realizado en embriones Cab o en
embriones de la linea transgénica Ath5-GFP. Entre los estadios de
desarrollo embrionario deseados, se cambié la solucion de incubacién de
yamamoto por una solucién del farmaco disuelto en yamamoto. En el caso

del LiCl (Sigma-Aldrich, Cambridge, UK) las concentraciones usadas fueron
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0,15 My 0,3 M (Hedgepeth y cols., 1997), mientras que para la indirubina
(Indirubin 3-monoxime; Sigma-Aldrich) las concentraciones utilizadas fueron
5 uM y 10 yM (Castelo-Branco y cols., 2004). Debido a las propiedades de
solubilidad de la indirubina, este farmaco se diluyé en yamamoto con 4 % de
DMSO (Sigma-Aldrich). Por tanto, en el caso de la indirubina, los embriones
utilizados para los experimentos control también se incubaron en yamamoto
con 4 % de DMSO pero sin el farmaco. El estadio de desarrollo de los
embriones tratados se determind segun el nimero de somitas y las
caracteristicas morfolégicas descritas (lwamatsu, 2004). Todos los

experimentos farmacoldgicos se realizaron por triplicado.

1.2. Tratamientos de choque térmico.

El tratamiento de choque térmico (HS, del inglés Heat Shock) se
aplicé en embriones transgénicos HS-Wnt8 y HS-DNWnt8 y en embriones
Cab (control) cuando se encontraban en el estadio de desarrollo deseado.
Cada tratamiento de HS consistié en aplicar tres veces consecutivas un HS
a 37°C durante 30 minutos seguido de 30 minutos a 25°C (Grabher y
Wittbrodt, 2004). Cuando el tratamiento de HS se realiz6 en tres estadios
distintos de desarrollo, el proceso previamente descrito de HS se repitié en
cada uno de los tres estadios. El estadio de desarrollo de los embriones
tratados se determind segln el nimero de somitas y las caracteristicas
morfolégicas descritas (Iwamatsu, 2004). Todos los experimentos de HS se

realizaron por triplicado.

1.3. Tratamiento para la eliminacién de la pigmentacion del

epitelio pigmentario de la retina.

En el estudio del desarrollo del ojo, muchos de los analisis
realizados en el ojo entero se realizaron en estadios avanzados de

desarrollo, donde la pigmentacion del EPR interfiere con la visualizacion de
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los resultados de las distintas tinciones. Para evitar esta interferencia,
cuando el andlisis de resultados se realizd en ojos enteros de embriones de
st. 25 o superior, para inhibir la aparicién de la pigmentaciéon del EPR,
previamente se afiadié al medio de incubacion 0,003 % de N-feniltiourea

(PTU; Sigma-Aldrich) desde el st. 17 hasta el momento de la fijacion.

2. Transgénesis.

Las dos lineas transgénicas HS-Wnt8 y HS-DNWnt8 fueron
generadas usando dos vectores plasmidicos distintos, pHS-Wnt8-CSKA-
GFP (abreviado como pHS-Wnt8) y pHS-DNWnNt8-CSKA-GFP (abreviado
como pHS-DNWnNt8). Ambos vectores contienen dos sitios de restriccion
para la meganucleasa I-Scel que favorecen las transgénesis (Thermes y
cols., 2002). Entre estos sitios est4 el gen de GFP (proteina fluorescente
verde, del inglés Green Fluorescent Protein) bajo el control del promotor
constitutivo CSKA, asi como un promotor inducible de HS que controla la
expresion del gen de Xenopus laevis Wnt8 o una forma truncada en el
extremo carboxi-terminal de la proteina de ese gen Wnt8 (DNWnt8). Se han
utilizado los transgenes de Xenopus laevis para poder distinguir entre la
expresién enddgena de Wnt de los peces Medaka y la expresién exdgena
de los transgenes. Las proteinas de Wnt estan bien conservadas
evolutivamente y se utilizan habitualmente de forma cruzada entre especies,
de hecho, el primer ensayo funcional de un gen Wnt (Int-1) se realizo
utilizando el gen de raton Int-1 en Xenopus laevis (McMahon y Moon, 1989).
Desde entonces, la capacidad de inducir una duplicacion de eje en Xenopus
se ha utilizado ampliamente para caracterizar las proteinas canédnicas de
Whnt de diferentes especies. Mas recientemente, la proteina Wnt3a de raton
se ha utilizado para inducir la via candnica de Wnt en las SC humanas
(Reya y cols., 2003; Willert y cols., 2003).

Para construir el plasmido pHS-Wnt8-CSKA-GFP, la secuencia del

gen Wnt8 bajo el control del promotor HS fue extraida del plasmido
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pHSXwnt-8HSG (generosamente proporcionada por el Dr. T. Czerny;
Universitat Wien, Austria) mediante la digestion con la enzima de restriccion
Apal (Takara Bio Inc., Shiga, Japén). Tras la digestiébn enzimatica, se aislo
la banda del inserto de tamafio esperado en una electroforesis con gel de
agarosa (Laboratorios Conda, Madrid, Espafia) al 0,8 %, preparado en
tampoén TAE (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM), con bromuro de etidio
(Sigma-Aldrich) 1 ug/mL utilizando el sistema de extraccién High Pure PCR
Prod. Purification Kit (Roche Diagnostics, Basel, Suiza). Posteriormente, el
inserto se clondé dentro del sitio Apal en el plasmido pCSKA-GFP
(generosamente proporcionada por el Dr. J. Wittbrodt; EMBL, Alemania)
utilizando el sistema de ligacion Rapid DNA Ligation Kit (Roche
Diagnostics). Este paso sirvio para introducir el inserto HS-Wnt8 entre los
sitios I-Scel del plasmido pCSKA-GFP que contiene a su vez CSKA-GFP. El
producto de ligacién se utilizé en el proceso de transformacion de células
competentes DH5a (Max Efficiency DH5a Competent Cells; Invitrogen,
Carlsbad, CA) siguiendo el protocolo del fabricante basado en HS. Los 200
uL resultantes de la mezcla de transformacion se sembraron en placas de
LB-agar (LB: triptona 1 %, extracto de levadura 0,8 % y NaCl 1 %, pH 7. LB-
agar: LB y agar 1,5 %; todos los reactivos adquiridos a Conda Laboratorios)
con ampicilina (50 pg/mL; Sigma-Aldrich), pues el plasmido pCSKA-GFP
incluye resistencia a ese antibidtico. Tras incubar las placas toda la noche a
37°C, las colonias obtenidas se cultivaron en medio LB liquido con
ampicilina. Los cultivos obtenidos sirvieron para aislar el &cido
desoxirribonucleico (DNA, del inglés Deoxiribonucleic Acid) plasmidico
mediante la utilizacion del sistema de extraccion Genelute HP plasmid
MIDIprep kit (Sigma-Aldrich).

La construccién del plasmido pHS-DNWnNt8-CSKA-GFP se realiz6
en dos pasos de clonacion. En el primer paso de clonacion, la secuencia del
gen DNWnt8 fue extraida del plasmido pdnXwnt8-CS2+ (generosamente
proporcionada por el Dr. S. Sokol; Mount Sinai School of Medicine, NY,

EEUU) utilizando las enzimas de restriccién EcoRI (Takara Bio Inc.) y Stul
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(Takara Bio Inc.). El inserto se aisl6 mediante electroforesis y se clono en el
plasmido pHS1 (generosamente proporcionada por el Dr. T. Czerny;
Universitdt Wien, Austria) entre los sitios de restriccion EcoRI y Stul,
utilizando el sistema de ligacion Rapid DNA Ligation Kit. El producto de
ligacion se transformé y se purificd el DNA plasmidico, en el cual el gen
DNWnNt8 quedd controlado bajo el promotor HS. En el segundo paso de
clonacién, la secuencia HS-DNWnt8 fue extraida con la enzima Apal y fue
clonada en el sitio Apal del vector pCSKA-GFP utilizando el mismo sistema
de ligacién y obtencién del DNA plasmidico, para insertar HS-DNWnt8 entre
los sitios I-Scel junto con CSKA-GFP. En los dos pasos de clonacion, los
protocolos de transformacion y aislamiento del DNA plasmidico fueron
similares a los descritos en el parrafo anterior.

Los pldsmidos resultantes pHS-Wnt8-CSKA-GFP y pHS-DNWnt8-
CSKA-GFP fueron verificados mediante secuenciacién, realizada por el
servicio de Secuenciacién del Centro de Investigacion Principe Felipe
(SCIPF, Valencia, Espafia, http://secuenciacion.cipf.es). Para la
microinyeccion del DNA, los plasmidos fueron digeridos con la enzima I-Scel
(Roche Diagnostics) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI DNA
linearizado fue inyectado en el citoplasma de embriones Cab en st. 2,
utilizando un microinyector de presion Narishige IM300 (Narishige, Londres,
Reino Unido) y capilares de vidrio de borosilicato (WPI Inc., Sarasota, FL).
Los embriones GFP positivos fueron seleccionados y mantenidos hasta la
madurez sexual formando la generacién FO. Una vez alcanzada la madurez
sexual fueron cruzados en parejas con un Medaka adulto no transgénico
para obtener los embriones de la generaciéon F1. Los embriones de la F1
fueron seleccionados por la fluorescencia de GFP, estos embriones
procedian de los animales FO que habian incorporado la construccion
transgénica en la linea germinal. Los animales GFP positivos de la
generacion F1 fueron mantenidos hasta la madurez sexual y cruzados con
animales no transgénicos para confirmar que los embriones GFP positivos

de la generacién F2 presentaban una proporcion de segregacion del 50 %.
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Esta segregacion se debe a que los peces transgénicos obtenidos mediante
el uso de meganucleasa I-Scel presentan una segregacion mendeliana de
la expresién del transgén en la generacién F2 (Grabher y Wittbrodt, 2007).

3. Inyeccion de mRNA y Morfolinos.

Los mRNA de microinyeccién se sintetizaron a partir de los
plasmidos indicados el la Tabla 3. El paso previo a la sintesis del mRNA
consisti6 en la linearizacion de 1 ug de plasmido con la enzima de
restriccién localizada al final de la secuencia del gen que se va a transcribir,
incluyéndose una secuencia poliA (Tabla 3). Tras la linearizacién del
plasmido se precipitd el DNA con un protocolo estandar de precipitacion con
etanol y acetato de amonio. Posteriormente se verificé la presencia del DNA
de tamafio apropiado mediante una electroforesis en gel de agarosa del 1 %
con 1 pg/mL de bromuro de etidio. Por ultimo, el sistema mMessage
mMachine (Ambion, Austin, TX) se utiliz6 en todos los casos para la sintesis
del mRNA a partir del DNA linearizado siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Tabla 3. Elementos utilizados en la sintesis de los mRNA de
inyeccion. Las enzimas de restriccion incluidas en esta tabla fueron
adquiridas en Takara Bio Inc.

mRNA Plasmido Enz_im? RNA_
restriccion | Polimerasa

GFP pHSGFP3 Notl SP6

Nanog pCS2+0Il-Nanog Notl SP6

Nanog-Myc pCS2+MT-Ol-Nanog Notl SP6

Myc pCS2+MT Notl SP6

3'UTR-Nanos-GFP pEGFP-nanos 3'UTR Apal SP6

3’UTR-Olvas-Cxcrdb pCxcr4b-Olvas 3'UTR Nsil SP6

Sdfla pCRII-Sdfia-fl4 Pstl SP6

Wnt8 pHS-Wnt8-CSKA-GFP Notl SP6

DNWnt8 pHS-DNWnt8-CSKA-GFP Notl SP6
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Los siguientes plasmidos fueron generosamente proporcionados por
los laboratorios indicados:

- pHSGFP3: Dr. T. Czerny; Universitat Wien, Austria.

- pCS2+MT: Dr. K. Naruse, NIBB, Japon.

- pEGFP-nanos 3'UTR y pCxcr4b-Olvas 3'UTR: Dr. M. Tanaka,

Okazaki, Japén.

- pCRII-Sdfla-fl4; Dr. M. Schartl, Wuerzburg University, Alemania.

Los plasmidos pCS2+0Il-Nanog y pCS2+MT-OIl-Nanog habian sido
sintetizados previamente en el laboratorio.

En el apartado 2 de esta seccién se ha descrito como se obtuvieron
los plasmidos pHS-Wnt8-CSKA-GFP y pHS-DNWnNt8-CSKA-GFP.

Los Morfolinos (MO) son oligonucleétidos modificados que se
utilizan como reactivos “knockdown” de genes (Stirchak y cols., 1989). Su
funcién se basa en el bloqueo de sitios del mRNA para impedir la
funcionalidad del mismo. Los MO se componen de subunidades formadas
por una base &cido nucleica, un anillo morfolino y una subunidad de unién
de fosforodiamidato no iénico. Esta estructura le confiere propiedades
ventajosas como son una alta estabilidad, resistencia a las nucleasas, alta
eficiencia, actividad a largo plazo, solubilidad acuosa y baja toxicidad. La
secuencia del MO se disefia en funcion del sitio del RNA que se bloquea:

- Bloqueo de la traduccién: al impedir de manera estérica la union
del complejo de iniciacion de la traduccion por lo que el mMRNA
es degradado de manera natural.

- Bloqueo del procesamiento: al bloquear sitios relacionados con
el procesamiento del pre-mRNA.

Las secuencias de los MO utilizados (Gene Tools, Philomath, OR,

http://www.gene-tools.com) son:

- MO-Nanog-ATG: 5-TGACCTGAGTTTTCCACTCCGCCAT-3".

Este MO impide que se inicie el proceso de traduccion al
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bloguear de manera estérica el complejo de iniciacion de la
traduccion.

- MO-Nanog-ile2: 5 -TCCAAGAATCTGTTGAGGGAATGAA-3'.
Este MO interfiere en la maduracién del mRNA impidiendo el
correcto procesamiento del exén 2.

- MO-Control (MO-C): 5"-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3".

Los mMRNA y los MO fueron coinyectados junto al mMRNA GFP, que
se usOG como trazador para poder seleccionar los embriones que habian
incorporado el material inyectado. La excepcion fue el mMRNA 3"UTR-Nanos-
GFP que ya incluye la GFP, por lo que no se coinyect6 con el mMRNA GFP.

Los mRNAs sintetizados y los MO fueron inyectados en los
embriones Cab en st. 2 utilizando un microinyector Narishige IM300 y
capilares de vidrio de borosilicato. Sin embargo, en los experimentos de
migracién de las CPG, donde se coinyecté el MO-Nanog o MO-C junto con
el mMRNA 3’UTR-Nanos-GFP, las inyecciones se practicaron en embriones
de st. 4 y 5 para evitar la mortalidad temprana originada por el MO-Nanog.

Cuando no se indica otra concentracion diferente en el apartado
de resultados, la concentracién de inyeccion utilizada para los mRNA fue de
200 ng/uL y la concentracién de los MO fue de 1 mM, excepto el mMRNA de
GFP gue se inyectd como trazador a una concentracion de 20 ng/uL.

4. Andlisis de la expresion génica.

4.1. Andlisis mediante RT-PCR y qRT-PCR.

El primer paso para la realizacién de los analisis de RT-PCR (del
inglés Reverse Transcriptase-Polimerase Chain Reaction) y qRT-PCR (del
inglés guantitative RT-PCR) fue la extraccion del RNA total de las muestras
de interés en el momento del desarrollo apropiado. En el estudio de la

expresién de Ol-Nanog se extrajo el RNA de grupos de 20 embriones. En el
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estudio de la expresion de OI-Oct4 se extrajo el RNA de grupos de 40
embriones o de muestras de tejido diseccionadas a partir de individuos
adultos compuestas por ovario, testiculo interno, testiculo externo o bazo.
En el estudio de la via de sefializacion de Wnt en el ojo se extrajo el RNA de
ojos diseccionados procedentes de grupos de 40 embriones. Cada
experimento se realizé por duplicado, por lo que se obtuvieron dos muestras
de RNA total por cada experimento. Para la extraccién del RNA total se
utilizé el reactivo trizol (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Una vez extraido el RNA, las posibles contaminaciones con DNA gendmico
(gDNA) se eliminaron con el sistema DNA-free Kit (Ambion). La
concentracion del RNA extraido se determind mediante el uso de un
espectrofotometro NanoDrop ND1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE).
La sintesis de los cDNA se realizé a partir de 1 ug del
correspondiente  RNA obtenido, utilizando Random primers hexamers

(Roche Diagnostics) y la transcriptasa reversa Superscript Il (Invitrogen).

4.1.A. RT-PCR.

Una vez sintetizados los cDNA de cadena sencilla, la amplificacion
de los genes de estudio se realiz6 utilizando las mismas cantidades de
cDNA. En la Tabla 4 se indican las secuencias de las parejas de
oligonucleétidos usadas en las amplificaciones, asi como la temperatura de
la fase de anillamiento y el nimero de ciclos para cada oligonucleétido. Para
que las reacciones de RT-PCR fuesen semicuantitativas, el nimero de
ciclos fue optimizado mediante la determinacién del rango exponencial de
amplificacion de cada pareja de oligonuclettidos. Las condiciones de la
reaccion de PCR en cada ciclo fueron 35 segundos a 94°C en el paso de
desnaturalizacién, 50 segundos a la temperatura indicada en la Tabla 4 en
el paso de anillamiento y 30 segundos a 72°C en el paso de extension. Para
determinar la ausencia de contaminacibn de ¢gDNA se usaron los

oligonucleodtidos de Actina y la mezcla de reaccién de sintesis de cDNA para
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cada RNA, pero sin la transcriptasa reversa. Tras la amplificacién, los
productos de RT-PCR fueron analizados por electroforesis en gel de
agarosa al 2 % con 1 yg/mL de bromuro de etidio. Las imagenes de las
bandas de DNA amplificado fueron tomadas en el transiluminador Versadoc
Image Analyser (Bio-Rad, Hercules, CA). Cada experimento de PCR se

realiz6 por triplicado para cada muestra de cDNA.

4.1.B. qRT-PCR.

La mezcla de reaccion para las qRT-PCR contenia la cantidad del
cDNA sintetizado indicada en la Tabla 5, SYBR Green Master Mix (Bio-Rad)
a la concentracion indicada por el fabricante y 0,25 mM de cada pareja de
oligonucleétidos (Tabla 4 y 5). Las reacciones de PCR y la deteccién de
fluorescencia se realizaron en el termociclador Real-Time PCR thermal
cycler (MiniOpticon, Bio-Rad). Las condiciones de las PCR fueron las
siguientes: 35 ciclos que incluian 15 segundos a 95°C en el paso de
desnaturalizacion, 45 segundos a la temperatura indicada en la Tabla 5
para la fase de anillamiento y 30 segundos a 72°C en la fase de extension.
La curva de melting se construyd trazando un grafico con los datos de
fluorescencia obtenidos entre las temperaturas de 55 a 95°C. En cada
experimento se incluyeron muestras control sin cDNA para confirmar la
ausencia de productos amplificados de manera inespecifica. Para cada
muestra, el ciclo umbral (Ct, del inglés Threshold Cycle) del control de
amplificacion interno (Actina) fue sustraido del Ct del correspondiente gen
de estudio para determinar el ACt. Para calcular la proporcién de la
expresion relativa del gen de estudio relacionada con la Actina (control
interno) se utilizé el método Pfaffl (Pfaffl, 2001). Esta proporcion relativa es
la que se ha representado en las graficas de barras en la seccion de
resultados. Las eficiencias de amplificacion de cada par de oligonucleétidos
fueron calculadas usando curvas de dilucién (Tabla 5). Las reacciones de

gRT-PCR se realizaron por triplicado para cada muestra de cDNA.
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Tabla 4. Lista de parejas de oligonucleétidos utilizadas en los
procesos de RT-PCR y qRT-PCR. El tamafio del fragmento amplificado
viene determinado por los pares de bases (pb). El nUmero de ciclos y la
temperatura de anillamiento (Tm) fueron los parametros utilizados para la
RT-PCR semicuantitativa, en aquellos genes donde dichas casillas estan
en blanco s6lo se realiz6 gRT-PCR. Los oligonucleétidos fueron
sintetizados por Sigma-Aldrich (http://www.sigmaaldrich.com). El nimero
de identificacion corresponde al numero de GenBank para cada
secuencia genética (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) o al nimero
de Ensembl (http://www.ensembl.org) para las no descritas en la base de
datos GenBank.

Oligonucledtido

Gen n° Identificacion Oligonucledtido directo reverso

pb ciclos Tm°C

Actina  DBO627  HCTCSAACAATOA ATACARCCAATAC 241 z(;//i%/ f;i//5568/
atns  ENSORLGO00 CCAAGTACGAAAC GCAGGAGAAGGTT 145 35 5
i SIS0 MEACCICAMEATIENTSCNTETT 35 ;o
amicns LRG0 CACTECTIoNT TTTCACACTENS 1y o
anzcn LRG0 SHGTCTCTORA SETCRGAIN 11y 33 o
anzcno SRS STEATHCTET SIS 1y ;o
Bra  NMO001104657 S1CTCCAACAAGE GITETBCTAGECA 459 39 57
e YSILOOM [CETECCTONCCT AACTCCCT 157 55 s
con SRR TAEATGHTEGST TEIIGONTTS gy o
conn. SHECRLEMO CTGTEACORCA ACCATTICTECHS 1y 55 o
coa Sisentonn SCEATICooMM STEATOOHGOM 1 5 54
co SISCRLGI0 CTCTECTICCTeC MECCMMGTET 1, 55
Cas ENSORLGO0D AACATCCTGGTCA TCGGTACCAGAGA 111 g5 sg
Cxcrab DQ313523 ~ TOASCAGGGTGA ACACCACTCGACT g5
cyor7 ENSORLT000 TAGCCTCCTTGCC TTCTGTGTGGTTC o
00022368  AGACA TCCTCT
Dmrtly Avizea41 — SCAGCTACTCTGC CIAGAACTTGTAG 14
DNWnI8 NM001088168 S | OTAACCAGA TCLTSTTTCATTG 959 30 56
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Oligonucledtido

Gen n° Identificacion Oligonucledtido directo reverso

pb ciclos Tm°C

ENSORLGO00 TTCTCTCATCACC GAGGAAACAGTCG

FOXAZ 40017407  ATGGC TTGAAT 160 35 57
Gata3 NM001104718 TCTICTAGTIATGCTTEATCTTIGTOA 458 35 57
Loft  ENSORLGO0D ATGAAAAACACAG TTTGTIGGACGTT 1o, g5 54
Nanog Fl436046 O CCTATACATCA CATAGTTGCTCCA 166 35 57
Octa  AY639946  anCCOATOAGGAGT TTACCCCAMG 545 35 54
Pax2 797020 CASTOTCTCETCT CRGCTIACAGETG 137 30 57
Pax6  AJO00938  SLACCCTCAATOA CTATICTEGAGAT 148 30 57
proxt ENSORLGO00 CTTAAGCAGGAGC GARTCTTTCAGGC 15 3, 5
053 AF212097  TOCAGTCGCCGAT CCACGTGCTCCOT g 35 s

TCAAAATATTTT  CTTCTTGTAG

CCTCTAAACTACA CAGAGACCAATTT
Rhod AB001606 TCCTGC CACC 176 32 56
GGAGCATCTCTAA GCAATTTATGCGC
GGCCTTTCAG CTCAAACACAC
CAGTTACATGTTC ACGCACACCCCAA
Sdflb NM001104727 TGGCCATTGC CCTCCAAA 267

ACTTCATCATGTT GTGTAAATCCGTT

Sdfla DQ859774 231

Shh  AB007129 CATAGAC TCACG 236 35 27
Smp ENSORLGO00 AAACTTCACAGCT AAATCCTTTAAGTT 143 40 57
00009669 TCCAC GTGC
Sox2 FJ895588 S?:EQCACTCGGAG Egg%-;ECTTCATG 172 30 57
Sox3 NM001104764 .IC_;.IC_:J.?(?CTGGAAAC .cl_:é.?%%AATACTTG 153 30 57
Sox17 g(l)\loi(isRi_zGOOO _|C_IégéACGCAGAGC EIgg?gCCTCTTA 179 35 57
) eSS e s R LR GV oy 53 | o
Tert DQ248968 ngETr%TGATGAG gé%:(éATCTCCCT 192 35 57
Wnt8 NM001088168 é’:i;ggAACCAGA $$§;§§TTCATTG 259 30 56
Wita  Nwoo1104701 CACTCCTTCARAC AGGTGTGTGGCAT g
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Tabla 5. Condiciones utilizadas en la gRT-PCR para cada pareja de
oligonucledtidos.

Gen Est_adio | Tm o) Eficiencia (ljg los cDNA (ng)
embrionario oligonucleétidos

Actina 16 57 1,99 1,67
CcnD1 16 57 1,92 1,67
CcnA 16 57 1,95 1,67
Actina 16 58 1,91 1,67
Cxcr4 16 58 1,90 1,67
Cxcr7 16 58 1,99 1,67
DmrtlY 16 58 1,97 1,67
Sdfla 16 58 1,95 1,67
Sdflb 16 58 1,95 1,67
Witla 16 58 1,94 1,67
Actina 22 54 1,94 1,67
AxinalChl 22 54 1,97 1,67
AxinalCh8 22 54 1,95 1,67
Axina2Ch1l 22 54 1,98 1,67
Axina2Ch8 22 54 2,00 1,67
Lefl 22 54 2,00 1,67
Actina 22 58 1,99 0,84
CcnD1 22 58 1,92 0,84
CcnA 22 58 1,95 0,84
Actina 30 58 1,99 0,84
CcnD1 30 58 2,00 0,84
CcnA 30 58 2,00 0,84
Actina 30 54 1,96 1,67
AxinalChl 30 54 2,00 1,67
AxinalCh8 30 54 2,00 1,67
Axina2Ch1l 30 54 1,93 1,67
Axina2Ch8 30 54 1,96 1,67
Lefl 30 54 2,00 1,67
Ath5 30 54 1,95 1,67
Prox1 30 54 1,96 1,67
Actina 35 54 1,94 1,67
Ath5 35 54 1,94 1,67
Prox1 35 54 2,00 1,67
Vsx1 35 54 1,91 1,67
Rhod 35 54 1,93 1,67
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4.2. Analisis mediante hibridacion in situ.

4.2 A. Sintesis de la sonda de RNA para hibridacion in situ.

El primer paso en la técnica de hibridacion in situ (WMISH, del
inglés Whole Mount In Situ Hibridization) consistio en la sintesis de las
sondas antisentido de RNA.

Los plasmidos indicados en la Tabla 6 fueron usados como molde
para la sintesis de la sonda de RNA. En primer lugar se lineariz6 el plasmido
en el extremo 5 de la secuencia a amplificar, utilizando las enzimas de
restriccion indicadas en la Tabla 6. Posteriormente se precipitd el DNA con
un protocolo estandar de extracciéon con etanol y acetato de amonio. Una
vez resuspendido el DNA linearizado, se verificé la presencia del DNA de
tamafio apropiado con una electroforesis en gel de agarosa del 1 % y
bromuro de etidio 1 ug/mL.

Para la reaccién de transcripcion se partié de 1 ug de DNA y se
siguieron las instrucciones del fabricante de la RNA-polimerasa indicada en
la Tabla 6. Las RNA-polimerasas se seleccionaron en funcién se su
localizacion en el extremo 3" de la secuencia a amplificar. Todas las sondas
sintetizadas fueron del tipo DIG-labeled RNA (RNA unido a Digoxigenina)
por lo que a la reaccion de sintesis se afiadid 1 mM de los nucleétidos ATP,
CTP y GTP, asi como 0,65 mM de UTP y 0,35 mM de Dig-UTP
(Digoxigenina 11-UTP, Roche Diagnostics). Una vez sintetizada la sonda se
traté con DNAsal (Takara Bio Inc.) para eliminar el DNA remanente y se
realiz6 una precipitacién estandar con acetato de amonio y etanol. Las
sondas se analizaron con una electroforesis en gel de agarosa al 1 % y se
cuantificaron con un espectrofotometro NanoDrop ND1000. Finalmente se
diluyeron hasta una concentracion de 1 pg/mL en tampdén de hibridacion
(composicion en el apartado 4.2.B. de esta seccién) y se preservaron a -

20°C hasta su uso.
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Tabla 6. Elementos utilizados en la sintesis de las sondas de RNA
antisentido para WMISH. Las enzimas incluidas en esta tabla fueron
adquiridas en Takara Bio Inc. excepto la enzima RNA polimerasa T3
(Roche Diagnostics). El plasmido pHS-DNWnt8-CSKA-GFP ha sido
abreviado como pHS-DNWnt8.

Sonda Plasmido Enz'lm.a, RNA_
restricciébn | Polimerasa

Nanog pCS2+Nanog Xhol T7
Oct4 pCS2+O0ct4 Xhol T7
Bra Me-T Sall T3
Pax6 OlPax6 Smal T7
Cxcrd Cxcrdb-pCS2+ BamHI T3
Sdfla pCRIl-sdfia-fl4 Hindlll T7
Wnt8 pHS-DNWnNt8 EcoRlI T7

Ath5 Ol.Ath5Full Notl SP6
Prox1 pBS-Prox1 Notl T7
Vsx1 pBS-Vsx1 Notl T7
Rhod OIRhodopsin EcoRI T3

Los siguientes plasmidos fueron generosamente proporcionados por
los laboratorios indicados:
- Me-T, OlPax6, Ol.Ath5Full y OIRhodopsin: Dr. P. Bovolenta,
CSIC, Instituto Cajal, Espafia.
- Cxcr4b-pCS2+: Dr. K. Naruse, NIBB, Japon.
- pCRIl-sdfla-fl4: Dr. M. Schartl, Wuerzburg University,

Alemania.

Los plasmidos pCS2+Nanog y pCS2+0ct4 habian sido sintetizados
previamente en el laboratorio.

En el apartado 2 de esta seccion se ha descrito como se obtuvo el
plasmido pHS-DNWnNt8-CSKA-GFP.

Los plasmidos pBS-Prox1 y pBS-VSx1 fueron sintetizados utilizando

los siguientes pares de oligonucleétidos para amplificar un fragmento de
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alrededor de 400 pb de los genes Prox1l y Vsx1. Las secuencias de los
oligonucledtidos (Sigma-Aldrich) fueron las siguientes:

- Prox1-Directo: GATAACATTGCTCGAGCCAAAG.

- Prox1-Reverso: TTATTCTTGAGAAGCTGG.

- Vsx1-Directo: AGTCCATCCTCAACTCAG.

- Vsxl1-Reverso: GTCCTAAATTTTCTCAGC.

Las condiciones de PCR fueron 35 ciclos y una temperatura de
anillamiento de 40,5°C en el caso del gen Proxl y de 54°C para el gen
Vsx1. Los fragmentos amplificados por PCR fueron clonados en el vector
pBS entre los sitios EcoRIl y Xhol, siguiendo los mismos protocolos de
ligacion, transformacion y extraccion del DNA plasmidico que en el apartado
2 de esta seccion. Posteriormente, los plasmidos fueron verificados
mediante secuenciacion (SCIPF).

Ademéas de las sondas antisentido, en todos los casos se
sintetizaron sondas sentido de RNA que fueron utilizadas como control

negativo del proceso de WMISH.

4.2.B. Protocolo de hibridacion in situ.

Se utilizé un protocolo de WMISH estandar en el que los embriones
en el estadio apropiado o las génadas adultas diseccionadas fueron fijadas
con paraformaldehido (PFA, Merck) al 4 % en tampdn fosfato salino a doble
concentracién de trabajo (PBS a concentracién de trabajo: 100 mM NacCl, 2
mM de KCI, 6 mM de Na,HPO,, 1,1 mM de KH,PO,, pH 7,4, todos los
reactivos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich) mas 0,1 % de Tween20
(2xPBSTw; USB, Cleveland, OH). La fijacion se realizé a 4°C durante toda
la noche. A continuacion se elimind el corion de los embriones utilizando
pinzas de diseccion (WPI Inc.). Los embriones y las gdénadas fueron
deshidratados usando concentraciones cada vez més elevadas de etanol

hasta llegar a etanol absoluto y guardados toda la noche a -20°C. El
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siguiente pasoé consistié en la rehidratacion de los embriones y las génadas
con concentraciones decrecientes de etanol seguidas de varios lavados con
PBSTw a la concentracion de trabajo. Tras los lavados, las muestras se
trataron con proteinasa K (Sigma-Aldrich) 10 ug/mL para incrementar la
permeabilidad de la membrana, la accesibilidad de la sonda y la digestién
de proteinas asociadas al mMRNA. El tiempo de incubacion con la solucion
de proteinasa K dependié del estadio de desarrollo del embrién, siendo los
tiempos mas largos cuanto més desarrollado se encontraban los embriones
y para las gonadas adultas. Tras inactivar la solucion de proteinasa K con
una solucién de glicina (Sigma-Aldrich) 2 mg/mL en PBSTw se volvi6 a fijar
con la solucién de PFA durante 20 minutos. A continuacion las muestras se
incubaron con tampén de hibridacion (Formamida al 50 %, heparina 50
pg/mL, 0,1 % Tween20, térula RNA 5 mg/mL y SSC a concentracion de
trabajo que contiene: 150 mM de NaCl, 15 mM de citrato sdodico, pH 7.
Todos los reactivos adquiridos en Sigma-Aldrich) durante 2 horas a 65°C.
Antes de afiadir la sonda, ésta se desnaturaliz6 a 80°C durante 10 minutos,
posteriormente, se incubd con los embriones o las gbnadas durante toda la
noche a 65°C. Tras la hibridacion, se realizaron los lavados secuenciales a
65°C con dos lavados de SSC a doble concentracion de trabajo mas 0,1 %
de Tween20 (2SSCTw) y formamida al 50 %, seguido de un lavado con
2xSSCTw y dos lavados con SSCTw a una concentraciéon 5 veces menor
que la de trabajo (0,2xSSCTw).

Tras el proceso de hibridacién, se llevd a cabo el proceso de
revelado de WMISH. Para ello, en primer lugar se bloguearon las muestras
con suero bovino fetal (FBS; del inglés Fetal Bovine Serum; Invitrogen) al 5
% en PBSTw a temperatura ambiente durante 2 horas. Tras el bloqueo, los
embriones y las génadas fueron incubados con el anticuerpo anti-
Digoxigenina (Anti-digoxigenina-AP Fab fragments, Roche Diagnostics)
diluido en PBSTw a una relaccion 1:2000 durante toda la noche a 4°C. Tras
la incubacién, se realizaron seis lavados de 10 minutos con PBSTw y luego
se equilibré en tampén de tincién (Tris-HCI 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM,
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MgCl2 50 mM, 0,1% Tween20, todos los reactivos fueron adquiridos en
Sigma-Aldrich). A continuacion se realiz6 el revelado en oscuridad con la
mezcla de sustratos de la fosfatasa alcalina formada por NBT (del inglés
Nitro Blue Tetrazolium; Sigma-Aldrich) y BCIP (del inglés Bromo-Chloro-
Indol-Phosphate p-toluidine; Sigma-Aldrich). El tiempo de incubacion
dependi6é del momento de aparicion de la coloracion violeta. Finalmente, se
lavo el exceso de tincion con tres lavados de PBSTw. Los embriones se
montaron sobre portaobjetos usando medio glicerol (USB) diluido al 87 %.
Por otra parte, una vez realizada la WMISH en las gonadas adultas, se
incluyeron en OCT (Sakura Finetek, Tokio, Japén) siguiendo el protocolo
estandar de pretratamiento con sacarosa (USC), para posteriormente hacer
criosecciones de 15 pm en un criostato Leica CM1900UV (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemania). Una vez obtenidas las criosecciones, se
lavo el OCT con PBS y se montaron las muestras con medio glicerol diluido
al 87 %.

5. Anadlisis de la expresion proteica mediante

inmunofluorescencia.

5.1. Obtencién de anticuerpos policlonales de Medaka.

Se diseflaron tres anticuerpos policlonales para detectar las
proteinas de OI-Nanog, OI-Oct4 y OI-Ptcl. Los anticuerpos fueron
sintetizados por Abnova Corporation (Taipei, Taiwan) mediante la
inmunizacion de conejos con los péptidos inmundgenos siguientes:
- OI-Nanog: posicion de la secuencia dentro de la proteina entre
106-125; secuencia GGENCTRRTGSDSASDSEAH (20 mer).

- 0OI-Oct4: posicién de la secuencia dentro de la proteina entre
121-140; secuencia QTREQIKMPEIKIEKDTDEE (20 mer).

- OI-Ptcl: posicién de la secuencia dentro de la proteina entre
293-313; secuencia TAPNRNSTKPFNVARALSGG (20 mer).
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5.2. Anticuerpos utilizados.

Los anticuerpos primarios utilizados en este trabajo para los
experimentos de inmunofluorescencia fueron los indicados en la Tabla 7.

Tabla 7. Listado de anticuerpos primarios utilizados.

Anticuerpo primario Dilucién Referencia Marca Especie
Anti-Ol-Nanog 1:200 Abnova conejo
Anti-OI-Oct4 1:200 Abnova conejo
Anti-Myc 1:500 OP10L Calbiochem raton
Anti-pH3 1:200 9706 Cell Signaling raton
Anti-PCNA 1:200 sc-56 Santa Cruz raton
Anti-Actina 1:200 Ab6276 Abcam raton
Anti-BCat 1:200 9562 Cell Signaling  conejo
Anti-Zprl 1:400 zprl Zirc conejo

Los anticuerpos secundarios utilizados en este trabajo para los

experimentos de inmunofluorescencia fueron los indicados en la Tabla 8.

Tabla 8. Listado de anticuerpos secundarios utilizados.

Anticuerpo secundario Dilucién Referencia Marca
Antl—ratoncc;snjugado & 1:500 115-166-062 Jackson ImmunoResearch
Ann-oongjg;:g MgEee 1:500 111-166-045 Jackson ImmunoResearch
Anti-ratén conjugadoa . .
Alexad8s 1:500 A11001 Invitrogen
Anti-conejo conjugado . .
2 Alexa488 1:500 A11008 Invitrogen
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5.3. Protocolo de inmunofluorescencia en embrion entero.

Los embriones en el estadio apropiado y los ovarios de Medaka
fueron fijados con PFA 4 % diluido en PBSTw. La fijacion fue de una hora a
temperatura ambiente para embriones de st. 10 o inferior, y de dos horas a
temperatura ambiente o toda la noche a 4°C para embriones de estadio
superior a 10 y para los ovarios. Tras la fijacién, los embriones fueron
decorionados con pinzas de diseccion y lavados con PBS mas TritonX-100
(PBSTx; USB). Antes de bloquear las uniones inespecificas, algunos
protocolos de anticuerpos requirieron de los siguientes pretratamientos:
- Anti-Myc: no requirié pretratamiento.
- Anti-Ol-Nanog y anti-pH3 (Fosfo Histona 3): previo al bloqueo
las muestras se llevaron a ebullicion en tampén citrato 10 mM
(pH 6; Sigma Gemosys) durante 5 minutos.

- Anti-Oct4: previo al bloqueo, los embriones fueron incubados
con proteinasa K 10 pg/mL durante 1 minuto cuando eran de st.
10 o inferior y durante 20 minutos si eran de st. 25.

Tras los pretratamientos, las muestras fueron bloqueadas durante
una hora a temperatura ambiente con tampén bloqueo (5 % FBS inactivado
por calor en PBSTx). Este mismo tampén de bloqueo se utilizd para
preparar las diluciones de anticuerpo primario a las concentraciones
indicadas en la Tabla 7. La incubacién con el anticuerpo primario se realizé
durante toda la noche a 4°C. Transcurrido el tiempo de incubacion con el
anticuerpo primario, se lavaron las muestras con PBSTx y se incubaron con
la dilucibn del anticuerpo secundario en ese mismo tampén, a las
concentraciones indicadas en la Tabla 8, durante 1 hora en oscuridad a
temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron de nuevo las muestras
con PBSTx y se incubaron con 4,6-diamidino-2-phenylindol (DAPI; Sigma-
Aldrich) al 0,2 pg/mL. Tras lavar el exceso de DAPI, los embriones se
montaron en portaobjetos utilizando el medio Fluoromount G

(SouthernBiotech, Birmingham, AL).
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Los controles negativos de las reacciones de inmunofluorescencia
consistieron en la incubacion de las muestras Gnicamente con el anticuerpo

secundario, de manera que los protocolos fueron los mismos pero en el

Alexa488
Anti-conejo

Presuero-Nanog

Peptide+
Anti-Nanog

Peptide+
Anti-Oct4

Fig. 22. Controles negativos de la inmunofluorescencia para los
anticuerpos OIl-Nanog y OI-Oct4. Los controles negativos utilizando el
anticuerpo secundario Unicamente (A-C), el presuero en lugar del
anticuerpo primario (D-F) o el anticuerpo primario preadsorbido por el
péptido inmundgeno (G-L) no mostraron sefial. Barras de escala: 50 um.
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paso de incubacion con el anticuerpo primario sélo se incubaron con la
solucion de bloqueo.

Los controles de inmunofluorescencia para los anticuerpos Ol-
Nanog y OI-Oct4 se completaron con otros dos controles negativos, ademas
del control basado en el uso del anticuerpo secundario sin primario (Fig.
22A-C). Un control negativo consistio en la incubacion con el suero extraido
de los conejos previo a su inmunizacion con el péptido antigénico (presuero)
en lugar de incubar con el anticuerpo primario (Fig. 22D-F). El otro control
negativo consistio en incubar con anticuerpos primarios preadsorbidos. La
preadsorcién del anticuerpo de Ol-Nanog o OI-Oct4 se realizé con el péptido
inmunogénico respectivo guardando una relacion 1mol:20moles en suero de
albumina bovina (BSA; Sigma-Aldrich) al 1 % diluida en PBS. Esta mezcla
de anticuerpo y péptido inmunogénico se incubd en rotacion a 4°C durante
toda la noche. La solucion resultante se utilizé en lugar de la solucion de
anticuerpo primario (Fig. 22G-L). Este ultimo control negativo muestra la

especificidad del anticuerpo al antigeno que lo genero.

5.4. Protocolo de inmunofluorescencia en criosecciones.

El primer paso para obtener las criosecciones de embriones o
tejidos consistié el la fijacion de las muestras. Los embriones en estadio
apropiado y las gonadas adultas diseccionadas fueron fijados con PFA 4 %
diluido en PBSTw durante toda la noche a 4°C. Tras la fijacion, los
embriones fueron decorionados con pinzas de diseccién y lavados con
PBSTw. Las muestras se incluyeron en OCT siguiendo el protocolo estandar
de pretratamiento con sacarosa, para posteriormente hacer criosecciones
de 10 ym en un criostato Leica CM1900UV. Las criosecciones obtenidas se
utilizaron para el proceso de inmunofluorescencia. El primer paso consistié
en eliminar el OCT con tampon TBSTw (NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM pH
7,4y Tween20 0,1 %).
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Los anticuerpos primarios que se utilizaron en las criosecciones del
ojo de medaka fueron anti-BCat y anti-Zpr1. El anticuerpo de BCat requirid
un pretratamiento de ebullicion con tampén citrato 10 mM (pH 6) durante 5
minutos.

Las criosecciones de goénadas adultas fueron utilizadas para la
inmunofluorescencia con anti-Ol-Nanog y anti-Ol-Oct4. Cuando se utilizd
anti-Ol-Oct4 se realiz6 una doble inmunotincion con anti-PCNA en las
muestras de ovario y testiculo, o con anti-Actina en las muestras de ovario.
La inmunofluorescencia en criosecciones de OI-Nanog requirié un
pretratamiento de ebulliciébn con tampén citrato 10 mM (pH 6) durante 5
minutos. La inmunofluorescencia de OI-Oct4 requirid un pretratamiento con
proteinasa K 10 ug/mL durante 5 minutos para las secciones de testiculo y 7
minutos para las secciones de ovario.

Posteriormente, se bloquearon las muestras con tampon bloqueo
durante una hora a temperatura ambiente. El tampo6n de bloqueo se utilizé
también para preparar las diluciones de anticuerpo primario a las
concentraciones indicadas en la Tabla 7. Tras el blogueo, se incubaron las
secciones con el anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C.
Transcurrido el tiempo de incubaciéon con los anticuerpos primarios, se
lavaron las muestras con TBSTw y se incubaron con la dilucion del
anticuerpo secundario en ese mismo tampoén, a las concentraciones
indicadas en la Tabla 8, durante una hora en oscuridad a temperatura
ambiente. Para la doble inmunotincién con anti-Oct4 y Anti-PCNA, se
preparé la dilucién de los anticuerpos secundarios anti-ratén conjugado a
Cy3 (PCNA) y anti-conejo conjugado a Alexa488 (Ol-Oct4). Para la doble
inmunotincién con anti-Oct4 y Anti-Actina, se prepard la dilucion de los
anticuerpos secundarios anti-conejo conjugado a Cy3 (OI-Oct4) y anti-raton
conjugado a Alexa488 (Actina). Posteriormente, se lavaron de nuevo las
muestras con TBSTw y se incubaron con 0,2 ug/mL de DAPI. Finalmente,

las muestras se montaron con medio Fluoromount G.
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5.5. Tincién de Hematoxilina-Eosina.

Para observar la morfologia del testiculo de Medaka vy
complementar asi los resultados de inmunofluorescencia en testiculo, se
realizé la tincion de Hematoxilina-Eosina (H-E) en criosecciones de testiculo
adulto de Medaka de 10 pm. Se seleccionaron portaobjetos con
criosecciones de testiculo en serie paralela, de manera que la tincion de H-E
y la tincion de inmunofluorescencia para el anticuerpo OI-Nanog se
realizaron sobre secciones de testiculo s6lo separadas por 10 ym. Se siguio
un protocolo de tincién estandar por lo que en primer lugar se tifieron las
secciones con hematoxilina (Sigma-Aldrich) durante 5 minutos, tras lavar se
tratd con alcohol acido (0,4 % de HCI en etanol al 70 %; Sigma-Aldrich)
durante 2 segundos y luego se tifié con eosina (Sigma-Aldrich) durante 2
minutos. Tras lavar el exceso de colorante, se montaron las muestras

usando medio glicerol diluido al 87 %.

6. Analisis de la apoptosis mediante TUNEL.

Para el estudio de la apoptosis en la retina de Medaka, los
embriones Cab control o los transgénicos HS-Wnt8 y HS-DNWnt8
sometidos a tratamiento de HS fueron fijados en el estadio apropiado con
PFA al 4 % en PBS a doble concentracion de trabajo durante toda la noche
a 4°C. Posteriormente, los embriones fueron decorionados. Las células
apoptoticas fueron detectadas mediante TUNEL (del inglés TdT- mediated
dUTP Nick End Labelling; Yamamoto y Henderson, 1999) utilizando el
sistema ApopTag Peroxidase In situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon
International Inc., Billerica, MA) siguiendo el protocolo del fabricante. Una
vez finalizado el proceso de TUNEL, los embriones fueron montados en

portaobjetos con glicerol al 87 %.
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7. Obtencidn de imégenes.

Las iméagenes de los fenotipos embrionarios, inmunofluorescencia,
WMISH y TUNEL fueron captadas mediante una camara Olympus modelo
DP70 (Olympus, Tokyo, Japon) conectada a una lupa de Leica modelo
MZ16FA (Leica Microsystems), o a un microscopio de fluorescencia de
Leica modelo DM5000B (Leica Microsystems). Las imagenes de confocal se
tomaron en el microscopio confocal de Leica modelo DM IRE2 (Leica
Microsystems), en el servicio de Microscopia Confocal del Centro de
Investigacion Principe Felipe.

Las imagenes presentadas fueron procesadas utilizando el
programa Adobe Photoshop 7.0 (San Jose, CA,
http://www.adobe.com/products/photoshop). Todos los experimentos de
fenotipos embrionarios, inmunofluorescencia, tinciones de H-E, WMISH y
TUNEL se realizaron por ftriplicado, mostrandose en el apartado de

resultados una imagen representativa de los tres experimentos.

8. Andlisis de la interaccion proteina-DNA mediante

Inmunoprecipitacién de cromatina.

Para realizar la técnica de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)
se seleccionaron 500 embriones Cab en st. 16. Estos embriones se
homogeneizaron por accion mecéanica utilizando un mortero y se fijaron 8
minutos con formaldehido al 1 % (Sigma-Aldrich) en PBS frio.
Posteriormente se lavaron las células fijadas con PBS frio que contenia un
mix inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich) y PMSF (1 mM; fenil metano
sulfanil fluorado, Sigma-Aldrich). Para eliminar los trozos de corion, la
suspension se filtré con filtros de 0,2 mm de diametro de poro. Tras la
filtracion, se centrifugd la suspension a 470 g durante 10 minutos a una

temperatura de 4°C, se elimind el sobrenadante y el precipitado celular
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resultante se congelé en nitrégeno liquido y se guard6é a -80°C hasta el

momento de su utilizacion.

La técnica de ChIP se realizé siguiendo el método Q2ChlIP descrito
por Dahl y Collas (a/b2007). Para ello, las células fueron lisadas mediante
resuspension del precipitado celular en 100 yL de tampon de lisis (Tris-HCI
50 mM pH 8, EDTA 10 mM, SDS 1 %) durante 5 minutos a 0°C. Tras la lisis
se afiadié 100 yL del tampén RIPA (Tris-HCI 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM,
EGTA 0,5 mM, TritonX-100 1 %, SDS 0,1 %, Na-deoxicolato 0,1 %, NaCl
140 mM) y el lisado fue sonicado para obtener fragmentos de cromatina de
aproximadamente 100 pb a 500 pb de longitud. Las muestras fueron
posteriormente centrifugadas a 13000 revoluciones por minuto (rpm)
durante 10 minutos a 4°C para precipitar los desechos celulares. El
sobrenadante fue incubado con el presuero conjugado a las esferas
paramagnéticas recubiertas de Proteina-A (Dynabeads Protein A,
Invitrogen) y tras la captura magnética la solucion limpia de cromatina se
llevé a un nuevo tubo. Posteriormente, la solucion de cromatina fue
incubada con el anticuerpo especifico de OI-Nanog o el anticuerpo
especifico de OI-Ptcl conjugados a las esferas paramagnéticas recubiertas
de Proteina-A. Para realizar el control positivo del ChIP, una tercera parte de
la solucion de sobrenadante no fue incubada con ningln anticuerpo
conjugado, a esta fraccion se le ha llamado pre-inmunoprecipitacion (pre-
IP). Mediante captura magnética, las soluciones fueron lavadas en tampoén
RIPA y posteriormente en tampon TE (Tris-HCI 10 mM pH8, EDTA 10 mM).
Para separar los fragmentos de DNA de las esferas paramagnéticas
conjugadas a los anticuerpos, se utilizé6 un tampdén de elucién (Tris-HCI 20
mM pH 7,5, EDTA 5 mM, NaCl 50 mM, SDS 1 %, Proteinasa K 50 pg/ml).
Los fragmentos de DNA fueron posteriormente precipitados con un
protocolo estandar de precipitacion con etanol y resuspendido en 50 uL de

agua libre de nucleadas.
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Para cada reacciéon de PCR, se utilizé6 1 yL de la solucién con los

fragmentos de DNA y cada pareja de oligonucle6tidos incluidos en la tabla

9. Las condiciones de la reaccion de PCR en cada ciclo fueron 1 minuto a

94°C en el paso de desnaturalizacién, 45 segundos a 58°C en el paso de

anillamiento y 1 minuto a 72°C en el paso de extension. Tras la

amplificacion, los productos de la PCR fueron analizados por electroforesis

en gel de agarosa al 2 % con 1 pug/mL de bromuro de etidio. Las imagenes

de las bandas de DNA amplificado fueron tomadas en el transiluminador

Versadoc Image Analyser (Bio-Rad, Hercules, CA). Cada experimento de

PCR se realiz6 por ftriplicado para cada muestra de DNA y pareja de

oligonucledtidos, mostrandose en el apartado de resultados una imagen

representativa de los tres experimentos.

Tabla 9. Lista de las parejas de oligonucleétidos utilizadas en las
PCR realizadas tras el ChIP. Los oligonucleétidos fueron sintetizados

por Sigma-Aldrich.
Region
Gen promotora- Oligonucleodtido directo Oligonucleo6tido reverso
Oligo

Cxcrdb 1-A CAGCTCCACTGCATTTCATA ACGCTGATTAAGTCGAAC
Cxcrdb 2-B GGAATTGCTCATTCTTGTCTTA CAGATCGCTATCAGTCCA
Cxcrdb 3-C TTTGCTCACAGGCAGGTA CACCGCTGCTTCTAAATC
Cxcrdb 4-D ATATATCAAAGGCATTGAGGG | ACCTTCTGTCACTTCTCAACTA
Cxcrdb 5-E CACGCGCCTTTTATACTG TCAGGATGAGTGCAGAATG
Cxcrdb 5-F TTCTGCACTCATCCTGAC CATGAAAGGAGTTCTTCCAG

Shh 6-G CTCCTCCATGGGAAAACA CACACTCGGCCATAAATG

Shh 7-H CATCAAACAAAGCAGCCC GTGCGTGATATTCCGTAG
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9. Analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo.

Para analizar el ciclo celular mediante citometria de flujo, en primer
lugar se disgregaron las células de las muestras de interés. Por un lado, en
el estudio de la accion de Ol-Nanog en el ciclo celular, las células se
extrajeron de embriones inyectados con MO-C o MO-Nanog en st. 16. Por
otro lado, en el estudio del efecto de la via de Wnt en el ciclo celular de los
PNR, se diseccionaron ojos en el estadio apropiado a partir de grupos de 40
embriones. Las células de ambos tipos de muestras se disgregaron
mediante tripsinizacion (Tripsina/EDTA, Invitrogen) a 37°C. La suspension
celular de cada muestra se centrifugé a 5000 rpm a 4°C durante 5 minutos y
el precipitado de células se lavé con PBS frio. Posteriormente, las células
fueron fijadas con etanol frio al 70 % durante toda la noche a -20°C. Tras la
fijacion, se elimind el etanol y se lavé el precipitado celular con PBS frio.
Para determinar el contenido de DNA de cada célula individual, el
precipitado de células se resuspendio en 300 pL de soluciéon de yoduro de
propidio (PI, del inglés Propidium lodide) que contenia Pl (50 pg/mL, Sigma-
Aldrich) y RNAsa A (10 pg/mL, Sigma-Aldrich) y se incub6 durante toda la
noche a 4°C. La suspension de células fue analizada en un citdmetro de
flujo Cytomics modelo FC500 (Beckman Coulter, Fullerton, CA). El calculo
del tamafio celular y el analisis del porcentaje de cada fase del ciclo celular
se realizaron a partir de los datos obtenidos, utilizando los programas
publicos WinMDI 2.8 (http://facs.scripps.edu/software.html) y Cylcherd
(http://www.facslab.toxikologie.uni-mainz.de/engl.%20Websites/Downloads-
engl.jsp). Cada experimento se realizé por triplicado. En el apartado de
resultados se ha representado un histograma representativo de los tres
experimentos mientras que las graficas de barras muestran la media +

desviacién estandar (sd) de los tres experimentos independientes.
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10. Analisis estadistico de los resultados.

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante el programa
GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA,
http://www.graphpad.com) para el calculo de las medias y las sd, asi como
para la construccién de las graficas presentadas. El programa GraphPad
Prism también se utilizé en el analisis de la significacion estadistica de los
resultados mediante el test de la T de Student o mediante el test de ANOVA
mas el test postHoc de Tukey. Para todos los datos obtenidos, un nivel igual
o menor del 5% (p<0,05%) fue considerado como estadisticamente
significativo. Los resultados se han expresado como la media * la sd en los
diferentes grupos descritos.

Todos los experimentos de fenotipos embrionarios, WMISH,
inmunofluorescencia y TUNEL se realizaron por triplicado, siendo el valor de
n que aparece en el apartado de resultados el nimero total de elementos de
la muestra.

En el estudio de la funcién de Ol-Nanog sobre la proliferacién, que
se realiz6 mediante inmunofluorescencia con el anticuerpo pH3 y DAPI, en
cada embrién se seleccionaron al azar cuatro sectores de igual area. En
cada sector se conté el niumero de nucleos tefiidos con DAPI y el nUmero de

células pH3 positivas.

En el estudio de la funcién de Ol-Nanog sobre la distribuciéon de
PGC en el embribn se han utilizado los paneles esqueméaticos de
distribucion de PGC desarrollados por Herpin y colaboradores (2008) con el

permiso del Dr. M. Schartl (Universidad de Wuerzburg, Germany).

En el estudio de proliferacion de la retina mediante
inmunofluorescencia con el anticuerpo pH3, se cont6é el nimero de células
pH3 positivas en cada retina completa para poder comparar los cambios
debidos a la alteracién de la via de Wnt. En el estudio de apoptosis de la

retina mediante TUNEL, se cont6 el numero de células TUNEL positivas en
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cada retina completa para poder comparar los cambios debidos a la
alteracion de la via de Wnt. Los datos obtenidos en estos estudios de
proliferacion y apoptosis se transformaron en valores relativos al control, al
cual se le dio valor 1. En las representaciones graficas de estos estudios de
proliferacion y apoptosis, el eje X representa el valor 1 del control, por lo que
las barras muestran los valores de la media + sd relativos de los
experimentos asi como el aumento (barra sobre el eje X) o la disminucién
(barra bajo el eje X) de los mismos respecto al control (eje X). Los
experimentos de proliferacion y apoptosis se realizaron por triplicado, por lo
que las graficas representan los resultados de tres experimentos

independientes.
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1. Control de genes de pluripotencialidad vy

diferenciacion durante el desarrollo embrionario temprano.

Como se ha visto en la introduccion, la regulaciéon que Nanog y Oct4
ejercen sobre la pluripotencialidad se ha descrito principalmente en
mamiferos, y el analisis funcional in vivo de estos FT se ha limitado al
modelo murino. Para poder determinar la funcion endégena de estos FT
durante el desarrollo embrionario de vertebrados es interesante introducir
nuevos modelos animales que presenten ventajas frente al modelo murino y
que complementen los resultados obtenidos.

El modelo animal elegido en este trabajo para estudiar la funcién in
vivo de estos FT es el pez Medaka. El pez Medaka presenta muchas
ventajas como modelo para la investigacion embrionaria tal y como se ha
descrito en el apartado de introduccién. Previamente, en el laboratorio se
habia identificado la secuencia de Nanog ortéloga al gen Nanog de
mamiferos y que no habia sido localizada en el genoma de ninglin pez
hasta la fecha. Ademas, en el caso de Ol-pou5fl de Medaka, no se disponia

de un estudio detallado de expresion.

1.1. Expresion de Nanog y Oct4 durante el desarrollo

embrionario temprano de Medaka.

En primer lugar, se estudié el patron de expresion génica de Ol-
Nanog (NUmero de acceso en GenBank FJ436046) y OI-Oct4 (Numero de
acceso en GenBank AY639946) durante el desarrollo embrionario de
Medaka, utilizando las técnicas de RT-PCR para determinar los estadios en
los que se expresan (expresion temporal) y de WMISH para determinar las

células y tejidos en los que se expresan (expresion espacial).
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Mediante RT-PCR se detectd la expresion de los dos genes a lo
largo del desarrollo embrionario desde los estadios mas tempranos,

incluyendo los huevos sin fertilizar y los embriones de una célula, cuando el
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Fig. 23. Expresién de Ol-Nanog y OI-Oct4 en Medaka. (A) Analisis por
RT-PCR del mRNA de OI-Nanog y OI-Oct4 en distintos estadios del
desarrollo embrionario. N: no fertilizado, A: alevin, st.. estadio. La
amplificacion del gen Ol-Actin se ha usado como control interno. El
control negativo (-) se ha realizado utilizando los oligos de Ol-Actin con la
mezcla de reaccion del mRNA sin la transcriptasa reversa. (B) WMISH
de OI-Nanog en distintos estadios. Hasta st. 9 se detecta la expresion de
Ol-Nanog en todos los blastomeros. Las flechas en el st. 10 marcan las
células marginales donde no se detecta la expresion de OIl-Nanog. (C)
Control negativo de la reaccién de WMISH utilizando la sonda sentido de
Ol-Nanog. (D) WMISH de OI-Oct4 en distintos estadios. (E) Control
negativo de la reaccion de WMISH utilizando la sonda sentido de Ol-
Oct4. Barras de escala en B-E: 200 um.

78



RESULTADOS

genoma zig6tico todavia no esta activo. Por tanto, el mRNA de estos genes
se hereda maternalmente. Este resultado contrasta con el patron de
expresion de Nanog en raton, donde no se detecta el mRNA hasta el
estadio de mérula (Chambers y cols., 2003). Por otra parte, la expresion de
Ol-Nanog disminuye a partir de st. 16 (estadio de gastrula tardia; Fig. 23 Ay
Fig. 5 en Introduccion), siendo practicamente indetectable entre los st. 20 y
28 (Fig. 5 en Introduccidn). Tras la eclosion del embridn, en estadio de
alevin, la expresion de Nanog vuelve a ser elevada.

Mediante WMISH se observé que tanto Ol-Nanog como OI-Oct4 se
expresaban en todos las células del embrion durante el desarrollo temprano
hasta el estadio de blastula (st. 10; Fig. 23B y D; Fig. 5 en Introduccion). En
este estadio, Ol-Oct4 se detectd en todos los blastbmeros mientras que la
expresion de Ol-Nanog se detectd en la mayoria de los blastémeros, salvo
en los blastémeros localizados en las zonas de la periferia del embrion (Fig.
23B). El patron de expresién génica temprana de OI-Oct4 en Medaka es
similar al patrén de expresion que presentan los genes homdélogos del gen
Oct4 en Zebrafish (spg/pou2; Belting y cols., 2001) y ratéon (Mm-Oct4; Yeom
y cols., 1991). Cuando se utilizaron las sondas “sentido” de estos genes
como controles negativos no se detectd tincion alguna (Fig. 23C y E),
confirmando que las sondas de Ol-Nanog y OI-Oct4 eran especificas.

En segundo lugar, se estudi6 el patron de expresiéon de las
proteinas de OI-Nanog y OI-Oct4 asi como su localizacién subcelular. Para
ello, se generaron anticuerpos policlonales para péptidos especificos de Ol-
Nanog y OI-Oct4 (ver Materiales y Métodos para mas informacién).

En embriones de estadio temprano la proteina Ol-Nanog se detect6
localizada en el nucleo celular y una tincion mas débil en el citoplasma (Fig.
24A-C). Ademas, durante la division celular, caracterizada por la presencia
de cromosomas mitéticos tefiidos con DAPI, la proteina Ol-Nanog dejaba de
localizarse en el nucleo pasando a quedar dispersa en el citoplasma (Fig.
24D-F).
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st. 10

Fig. 24. Expresién de la proteina OI-Nanog y OI-Oct4. Ambas
proteinas se localizan principalmente en los nicleos de los blastémeros
(A-C y G-L) y aparecen dispersas uniformemente por el citoplasma
durante la division celular (puntas de flecha en D-F y flechas en M-O).
Ademas, OI-Oct4 presenta una tincion punteada en el citoplasma (P-R y
puntas de flecha en M-O). Barras de escala en A, D, G, J y M: 50 um y
en P: 10 ym
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El patron de expresion de la proteina OI-Oct4 en estadios
tempranos de desarrollo es similar al de Ol-Nanog. OI-Oct4 se detect6 en el
nacleo celular (Fig. 24J-L). En st. 10, también se detect6é una tincion
citoplasmica punteada (Fig. 24M-R), lo que sugiere una localizacion
compartimentada en el citoplasma. Ademas, al igual que sucedia en el caso
de la proteina de Ol-Nanog, durante la divisién celular, caracterizada por la
presencia de cromosomas mitéticos tefiidos con DAPI, la proteina OI-Oct4
no se localizaba en el ndcleo, quedando dispersa en el citoplasma (Fig.
24M-0).

1.2. Analisis funcional de OI-Nanog durante el desarrollo
embrionario temprano de Medaka.

1.2.A. Nanog es necesario para que se produzca un correcto

desarrollo embrionario.

Para estudiar la funcion de OI-Nanog durante el desarrollo
embrionario de Medaka se utilizaron experimentos de pérdida de funcion
(PDF) mediante la inyeccién de MO especificos para el bloqueo de la
traduccién de la proteina Ol-Nanog (ver apartado de Materiales y Métodos),
asi como experimentos de ganancia de funciéon (GDF) basados en la
inyeccién de mRNA de OIl-Nanog unido a la secuencia de varios epitopos de
myc.

Para disminuir los niveles de la proteina de Ol-Nanog se usaron dos
MO distintos. Uno de ellos fue disefiado para unirse a la secuencia ATG de
Ol-Nanog (MO-ATG) por lo que bloquea la traduccién al impedir
estéricamente la entrada del ribosoma. El otro se une a la secuencia de
union entre el intronl-exén2 de Ol-Nanog (MO-ile2). Este (ltimo tipo de MO
interfiere con el procesado correcto del intrén del pre-mRNA, que no se
elimina del mRNA y provoca la sintesis de una proteina truncada. Los

embriones que se inyectaron con el MO-Control (MO-C) se desarrollaron de
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manera normal (Fig. 25A, E). En el st. 16, la blastula de estos embriones
control cubre las tres cuartas partes de la yema y el cuerpo embrionario
forma una estrecha linea, mientras que en st. 23 (Fig. 5 en Introduccién) se
pueden detectar claramente las estructuras de la cabeza (ojos, lentes,
vesiculas cerebrales) y los 12 pares de somitas.

Nanog mRNA
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Fig. 25. La disminucidon de Ol-Nanog mediada por la inyeccion de
MO especificos altera el desarrollo temprano de los embriones de
Medaka, mientras que la GDF no induce ningun fenotipo. (A-C)
Fenotipos de embriones 24 horas tras la inyeccion de MO-C, MO-Nanog
0 el MRNA de OI-Nanog (st. 16). EIl mRNA de la GFP fue inyectado como
trazador. (D) Dibujo de un embrion de Medaka en st. 16 adaptado de
Iwamatsu (2004). (E-H) Fenotipos en embriones de st. 23 inducidos tras
la eliminacion o sobrexpresion de Ol-Nanog. (l) Dibujo de un embrion de
Medaka en st. 23 adaptado de Iwamatsu (2004). Barras de escala: 200
um.

Sin embargo, la inyeccion del MO-ATG o el MO-ile2 causa un
fenotipo anormal en la mayoria de los embriones de st. 16 (Fig. 25B y Tabla
10). La blastula de estos embriones cubre Unicamente la mitad de la yema 'y
el cuerpo embrionario en desarrollo estd formado por una masa de células
compacta y densa. En st. 23, el embrion es de reducido tamafio y esta
formado por una masa celular sin diferenciar, donde no se pueden apreciar
estructuras de cabeza o cola (Fig. 25F). Este fenotipo produce la parada del

desarrollo embrionario y consecuentemente la muerte del embrion.
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Ambos MO disefiados contra Ol-Nanog generan el mismo fenotipo,
sin embargo, el MO-ATG presenté mayor penetrancia, ya que generd un
mayor porcentaje de embriones afectados que los embriones inyectados
con MO-ile2 (Tablal0). Por tanto, en el resto de experimentos, se utilizd

Unicamente el MO-ATG, el cual se nombrara en adelante como MO-Nanog.

Tabla 10. Andlisis fenotipico de los experimentos de GDF y PDF de
Ol-Nanog. Los fenotipos no especificos, i.e. fenotipos de inyeccién, no
estan representados en la tabla, pero representan la diferencia entre los
datos indicados y el 100 %. Cada experimento se realizé por triplicado y
n es el nimero total de embriones de esos tres experimentos.

Fenotipo especifico
Concentracién Nanog (%) Normal (%) | n
1mM 0 75 166
MO-C 0,5mM 0 81 111
1 mM 88 2 161
ATG MO

(MO-Nanog) 0,5mM 77 14 138
ile2 MO 0,5 mM 39 41 88
0 71 126

Control mMRNA 100 ng/ul
200 ng/ul 0 78 |176
100 ng/l 0 79 |126
Nanog mRNA 200 ng/ul 0 76 137
400 ng/pl 0 78 81

Para comprobar que el fenotipo de MO-Nanog es especifico en la
reduccion de los niveles de la proteina de OI-Nanog se realizaron dos
experimentos. En primer lugar se analizaron los niveles de proteina Nanog
in vivo después de la inyeccibn de MO-Nanog. La tincién de
inmunofluorescencia con el anticuerpo de Nanog en los embriones
inyectados con MO-C o MO-Nanog mostré la pérdida de la proteina Ol-
Nanog en el ndcleo de las células de los embriones inyectados con MO-
Nanog (Fig. 26D-F), lo que no sucedia en los embriones inyectados con
MO-C (Fig. 26A-C).
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Fig. 26. La localizacién nuclear de Ol-Nanog no aparece en los
embriones inyectados con MO-Nanog. (A-C) En los embriones
inyectados con MO-C existe colocalizacién entre DAPI y la proteina de
Ol-Nanog. (D-F) En los embriones inyectados con MO-Nanog no hay
colocalizacién entre DAPI y la proteina de Ol-Nanog. Barras de escala:
50 pm.

En segundo lugar se realizé un estudio de rescate del fenotipo
mediante la coinyeccién de MO-Nanog junto a distintas concentraciones del
mRNA OI-Nanog unido a myc. Mediante la coinyeccién se obtuvo un rescate
dependiente de la concentracién del fenotipo de MO-Nanog llegando a
recuperarse la viabilidad embrionaria (Fig. 27).

MO-Nanog+
MO-Nano Nanog mRNA

C

Fig. 27. EI mRNA de OI-Nanog rescata el fenotipo inducido por el
MO-Nanog. El fenotipo en st. 19 de los embriones coinyectados con MO-
Nanog y mRNA de OI-Nanog (C) es muy similar al fenotipo que produce
la inyeccion del MO-C (A), pudiendo apreciarse en ambos casos la
estructura de la cabeza y la cola. Los embriones inyectados Unicamente
con MO-Nanog no presentan estructuras evidentes de cabeza o cola a
ese estadio (B). Barras de escala: 200 um.
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Los niveles de rescate fueron desde moderados a completos
dependiendo de la concentracion del mMRNA coinyectado, de manera que a
mayor concentracién, mas elevado fue el nivel de rescate del fenotipo de
MO-Nanog (Tabla 11). Los resultados de estos dos experimentos confirman
gue el fenotipo originado por la inyeccién de MO-Nanog es especifico de la

reduccion de la proteina de Ol-Nanog enddgena.

Tabla 11. Rescate del fenotipo causado por la falta de funcién de
Nanog. Las dos concentraciones de mRNA myc-Nanog coinyectadas
con MO-Nanog son capaces de rescatar el fenotipo especifico de MO-
Nanog, demostrando la especificidad del MO-Nanog y la funcionalidad
del mRNA de OI-Nanog. La concentracion mas elevada del mRNA de OI-
Nanog generé mayor porcentaje de rescate completo por lo que el
rescate era dependiente de la concentracion de mRNA inyectado. Los
experimentos control realizados mediante la coinyeccion de MO-Nanog y
mMRNA myc presentaban Unicamente fenotipos de MO-Nanog. Cada
experimento se realiz6 por triplicado y n es el nimero total de embriones
de esos tres experimentos.

MRNA MO- Fenotipo de Rescate (%) .
Nanog | MO-Nanog (%) | Moderado | Completo
M{g(')'\r'%r/‘jg 0,5 mM 8 40 52 108
Mgg(;'\r']zr/‘;g 0,5 mM 0 15 85 116
M{gbc:gr}glc" 0,5 mM 100 0 0 96
Mégbcr?gmol 0,5mM 100 0 0 108

El resultado del experimento de rescate también indicé que el
MRNA sintetizado de Ol-Nanog era funcional y capaz de rescatar la falta de
funcién del Ol-Nanog endégeno.

Ademas, se realiz6 la inmunohistoquimica para detectar el epitopo
de myc unido al mRNA de OI-Nanog. Mediante este experimento se
comprobd que la localizacion subcelular de la proteina exdgena OI-Nanog
era nuclear (Fig. 28). Sin embargo, los experimentos de sobreexpresion que

se realizaron inyectando dos concentraciones distintas de mRNA OI-Nanog
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no generaron ningdn fenotipo visible (Fig. 25C, H y Tabla 10). Por tanto, el
mMRNA inyectado induce la sobreexpresion de la proteina funcional de OlI-
Nanog que se localiza en el nucleo al igual que la proteina endégena (Fig.
28) y es capaz de rescatar la falta de proteina enddégena producida por el
MO-Nanog. Sin embargo, la sobreexpresién de proteina funcional en un
embrién normal no alter6 el desarrollo del mismo.

>

B C

Nanog mRNA

Myc/BAPI Myc

Fig. 28. EIl mRNA inyectado de Ol-Nanog unido a Myc produce una
proteina que se localiza en el nucleo al igual que la proteina
endogena de Nanog. (A) La colocalizaciéon entre DAPI y la sefializacion
de inmunofluorescencia para Myc muestran la localizacién nuclear de la
proteina exdgena de Nanog. Barra de escala: 25 pym.

1.2.B. Nanog es necesario para la proliferacion celular y para la

correcta transicion de la fase de sintesis del ciclo celular.

Para caracterizar el fenotipo de los embriones inyectados con el
MO-Nanog, el estudio se centré en primer lugar en el efecto sobre la
proliferacion, ya que visualmente los embriones inyectados con el MO-
Nanog presentaban menor numero de células que el control y ademas, las
células parecian tener un tamafio mayor (Fig. 25A y B). En los peces
teledsteos, el embrién va reduciendo el tamafio celular con cada division
hasta los estadios de activacion del genoma zigotico, por ello, un tamafio
celular mayor es indicativo de una menor division celular. Esta observacion
fue cuantificada mediante el recuento del nimero de ndcleos, tefiidos con

DAPI, en 4 sectores de cada embrion. Los sectores eran de area fija y
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fueron establecidos al azar dentro del embrion. Los embriones inyectados
con MO-Nanog tenian menor niumero de ndcleos por sector (19,69 + 1,31)
gue los embriones inyectados con el MO-C (34,58 + 2,62; Fig. 29E). Por
tanto, la proliferacién en estos embriones podria estar comprometida tras la
reduccion de los niveles de la proteina de Nanog.

Para estudiar la posible relacién entre Ol-Nanog y la proliferacion
celular, se realizé un estudio de inmunohistoquimica con pH3, que marca
las células en fase M del ciclo celular. En el st. 16, la sobreexpresion de Ol-
Nanog en los embriones inyectados con el mRNA no tuvo efecto en el
namero de células o el porcentaje de células pH3 positivas cuando se
compararon con el control (Fig. 29C, D, G y H). Por otro lado, los embriones

inyectados con MO-Nanog tenian un menor numero de células pH3

positivas por sector (6,3 + 0,5 %) que los embriones inyectados con MO-C
(14,0 £ 1,1 %; Fig. 29A, By F).

MOC
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MO-Nanog Control MRNA Nanog mRNA
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Fig. 29. La reduccién de Ol-Nanog debida a la inyeccion de MO-
Nanog disminuye la proliferacion celular. (A, B, E, F) Ensayo de
proliferacion celular en embriones de st. 16 previamente inyectados con
MO-C o MO-Nanog. (C, D, G, H) Ensayo de proliferacién celular en
embriones de st. 16 previamente inyectados con mRNA de myc-Control
o mRNA de myc-Nanog. Los datos representan la media £ sd de tres
experimentos independientes, * p<0,0005. Cél: Células. Barras de escala
en A-D: 200 um.

87



RESULTADOS

Ademas, se estudié si el efecto del MO-Nanog sobre la proliferacion
podia ser rescatado coinyectando el mMRNA de OIl-Nanog. La coinyeccion de
MO-Nanog (0,5 mM) con el mRNA de OIl-Nanog (200 ng/uL) provocé un
incremento en el porcentaje de células pH3 positivas (12,7 £ 0,6 %) con
respecto al porcentaje de células pH3 positivas que presentaban los
embriones coinyectados con MO-Nanog y el mRNA control (6,7 + 0,4 %;
Fig. 30). Ademas, este rescate por el mRNA de Nanog generaba un
porcentaje de células pH3 positivas similar a los embriones inyectados
Unicamente con MO-C (Fig. 30C). Estos datos indican que Nanog es
necesario para la proliferacién de las células en desarrollo en estadios
tempranos.

Ny
o

0

% células pH3+
=
o

pH3/DAP|

_'__X_H_t_
MO-C MO-N+ MO-N+

Control Nan
mRNA mRN

Fig. 30. La coinyeccion del mRNA de OI-Nanog junto al MO-Nanog
es capaz de rescatar la disminucion de proliferacién causada por el
MO-Nanog. (A-C) Los embriones coinyectados con el mRNA de Ol-
Nanog y el MO-Nanog presentan un tamafio de embridon y un porcentaje
de células pH3 positivas similar a los embriones inyectados con MO-C y
mayor a los embriones coinyectados con MO-Nanog y el mMRNA Control.
En (C) MO-Nanog ha sido abreviado como MO-N. Los datos representan
la media + sd de tres experimentos independientes, * p<0,0005. Barras
de escalaen Ay B: 200 um.

pH3/DAPI

(=)

MO-Nanog+

Control mMRNA  Nanog mRNA

Tras los resultados obtenidos, se analiz6 el efecto de Ol-Nanog en
las propiedades del ciclo celular. Para ello, se hizo un estudio de citometria
de flujo en el que las células provenientes de embriones inyectados con
MO-C o MO-Nanog de st. 16 fueron tefiidas con PIl. Usando esta técnica,
ademas de conocer la relacion de células que hay en cada fase del ciclo
celular, se puede analizar el tamafio celular. Esto permitié cuantificar la

observacion inicial en la que las células de los embriones inyectados con
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MO-Nanog parecian ser mas grandes que las células de los embriones
inyectados con el MO-C (Fig. 25A, B). Para evitar la interferencia que
produciria en la cuantificacion del tamafo celular los cambios debidos a la
sintesis de DNA vy divisién celular, Unicamente se cuantificd el tamafio de las
células que se encontraban en fase GO/G1 (Fig. 31A, C). El analisis mostré
gue la distribucién celular de los embriones inyectados con MO-Nanog se
habia desplazado hacia tamafios celulares mayores en comparacién con la

distribucion celular de los embriones control (Fig. 31B, D).
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Fig. 31. El tamafo celular de los embriones inyectados con MO-
Nanog es mayor que el de los embriones inyectados con MO-C. (B-
D) Histogramas que muestran el tamafio celular de los embriones
inyectados con MO-C (B) o MO-Nanog (D) de las células que se
encuentran en la fase GO/G1 (seleccionadas en el histograma A o C
respectivamente, marcadas con el punteado rojo). U.A.:. unidades
arbitrarias; #: nUmero.

Mediante este experimento con Pl y citometria de flujo se pudo
estudiar también el porcentaje de células que se encontraba en cada fase
del ciclo celular. Se observé que el porcentaje de células en fase S estaba

incrementado en los embriones inyectados con MO-Nanog (63,37 + 2,40 %)
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en comparacion con el porcentaje en fase S de lo embriones inyectados con
MO-C (53,39 + 0,65 %; Fig. 32). Este incremento en fase S iba
acompafiado de un descenso en el porcentaje de células en fase GO/G1 en
los embriones inyectados con MO-Nanog (18,43 + 1,12 %) al compararse
con los inyectados con MO-C (33,18 + 2,28%, Fig. 32).
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Fig. 32. La disminucion de Ol-Nanog aumenta el porcentaje de
células en fase S y disminuye el porcentaje de células en fase
GO0/G1. (A) Histograma representando la distribucion celular en las
distintas fases del ciclo celular segun el contenido de DNA de las células
provenientes de embriones inyectados con MO-C o con MO-Nanog.
U.A.: unidades arbitrarias; #: namero. (B) Grafica que representa el
porcentaje de células en GO/G1, S y G2/M de embriones inyectados con
MO-C o MO-Nanog. Los datos representan la media + sd, * p<0,005.

Teniendo en cuenta estos resultados, se analizaron por gRT-PCR
los posibles cambios en la expresion de Ciclina D1 (CcnD1) y Ciclina A
(CcnA), dos genes que codifican para proteinas reguladoras del ciclo en la
fase G1y S. CcnD1 es un importante regulador de la progresién del ciclo de
fase G1 a fase S, mientras que CcnA es necesario para la progresion del
ciclo a través de la fase S. Tras analizar los resultados de la qRT-PCR se
observé una disminucion en la expresiéon de CcnA en los embriones
inyectados con MO-Nanog respecto a los embriones inyectados con MO-C

(Fig. 33B). Sin embargo, no hubo cambios en la expresién de CcnD1 (Fig.
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33A). En conjunto, estos resultados indicarian que Ol-Nanog es necesario

para la progresion de la fase S y/o salida de esa fase.
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Fig. 33. La disminucién de OIl-Nanog disminuye la expresion de
CcnA, proteina reguladora de la progresion del ciclo celular a través
de lafase S, pero no afecta a la expresién de CcnD1. (A, B) Deteccién
de la expresion de CcnD1 (A) y CcnA (B) en relacién a la actina
mediante qRT-PCR en embriones inyectados con MO-C o con MO-
Nanog. Los datos representan la media + sd de tres experimentos
independientes,* p<0,0005.

1.2.C. Nanog no regula el proceso de determinacidon temprana

de las capas embrionarias in vivo.

Los experimentos realizados in vitro en ESC de ratdn para
determinar la funcion de Nanog muestran que es necesario para evitar la
diferenciacion celular (Chambers y cols., 2003; Mitsui y cols., 2003). Para
estudiar si Nanog conserva esta funciéon in vivo, se analiz6 por WMISH y
gRT-PCR la posible variacion de la expresion de genes marcadores de
diferenciacion en embriones inyectados con mRNA de OI-Nanog o con MO-
Nanog en relacion a sus respectivos controles. Mediante WMISH se analiz6
la expresién de Brachyury (Bra) como marcador de mesodermo (Smith y
cols., 1991), Pax6 como marcador de ectodermo (Stoykova y cols., 1994) y
Oct4 como marcador de pluripotencialidad (Nichols y cols., 1998). Mediante
gRT-PCR analizamos Sox17 como marcador de endodermo (Sinner y cols.,
2004). En los embriones inyectados con MO-Nanog, el patron de expresion
del gen Bra se mantuvo proporcional al tamafio del embrién, lo que indica

gue la induccién de mesodermo ocurre de manera normal. Los niveles de
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Pax6 disminuyeron, pero seguia expresandose el gen, y el patron de
expresién de Oct4 era desorganizado. Por tanto, los tres genes marcadores
se expresaban en los embriones deficientes de Nanog, indicando que la
diferenciacion celular estaba ocurriendo de manera normal, si bien algunos
patrones de expresion se veian afectados, posiblemente como
consecuencia de la diferencia de tamafio entre los embriones deficientes de
Ol-Nanog en comparacion con los controles (Fig. 34A-D).

Por otra parte, la sobreexpresion de Ol-Nanog no tenia efecto en el
patron de expresion de los tres genes marcadores o en sus niveles de
expresion (Fig. 34A-D). La falta de efecto debida a la inyeccion del mRNA
de OI-Nanog podria deberse a que en st. 16, el mMRNA exdgeno se hubiese
degradado. Sin embargo, en st. 16 todavia se detectaban por RT-PCR
niveles mas elevados de mRNA de OI-Nanog en los embriones inyectados
con el mMRNA de OI-Nanog en comparacion con los embriones control (Fig.
34F). Tampoco hubo un cambio significativo en la expresion de Sox17
analizado por gRT-PCR en los embriones inyectados con MO-Nanog o el
mMRNA de Ol-Nanog en relacion a sus controles (Fig. 34E).

Si Ol-Nanog fuese necesario para mantener la pluripotencialidad, su
eliminacién deberia inducir la activacién temprana de los marcadores de
diferenciacion y la inhibicién de los marcadores de pluripotencialidad. Sin
embargo, la activacion de los genes especificos de diferenciacién en los
embriones deficientes de Ol-Nanog ocurria en el mismo estadio que en los
embriones control. Esto indica que la eliminacién de Nanog no induce una
diferenciacion precoz en el embrién. Ademas, la expresion del mRNA de
Oct4 estaba presente en los embriones inyectados con MO-Nanog (Fig.
34D), indicando que siguen presentes células pluripotentes.

Para realizar un analisis mas completo y confirmar los resultados de
WMISH y gRT-PCR, realizamos un analisis de RT-PCR semicuantitativa de
Bra, Pax6, Oct4, Sox17 y otros genes marcadores (Fig. 34F). Los resultados
de RT-PCR semicuantitativa confirmaron que los niveles de expresion de

los marcadores de diferenciacién asociados con la determinacion de las
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capas embrionarias tempranas no presentaban cambios significativos. Por
tanto, no habian alteraciones en la expresion de genes marcadores
asociados con mesodermo (Bra), endodermo (Sox17 y FoxA2; Sinner y
cols., 2004), ectodermo no neural (Gata3; Sheng y cols., 1999) o ectodermo
neural temprano (Sox2 y Sox3; Uwanogho y cols., 1995). Sin embargo, si se
observé una reduccion en los marcadores de ectodermo neural Pax6, Shh 'y

Pax2 (Stoykova y cols., 1994) en los embriones inyectados con MO-Nanog
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Fig. 34. La GDF o PDF de Ol-Nanog no regula la expresion de genes
asociados con pluripotencialidad o la determinacion temprana de
las capas embrionarias. (A-D) Analisis de la expresion de genes
marcadores utilizando WMISH tras la eliminacion de OI-Nanog o la
sobreexpresion de Ol-Nanog. No se observan cambios significativos en
el patron de expresion de los genes marcadores Bra (mesodermo, A y B)
y Pax6 (ectodermo neural, C). (D) El patrén de expresion de Oct4
(pluripotencialidad) esta desorganizado, pero no inhibido. (E) Analisis de
expresion por gRT-PCR del marcador de endodermo Sox17 en st. 16.
Los datos representan la media + sd. (F) Analisis de expresiéon por RT-
PCR de varios mRNA de genes marcadores en embriones de st. 16. El
namero de ciclos de cada amplificacion se muestra a la derecha de la
imagen. Barras de escala en A-D: 200 pm.
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en comparacién con los embriones inyectados con MO-C. Estos
marcadores son inducidos en el ectodermo neural durante el proceso de
regionalizacion y depende de la interaccion entre las capas embrionarias
(Lupo y cols., 2006). La alteracion en la expresion de estos genes puede
deberse a un defecto en los procesos de regionalizacion provocada por la
falta de proliferacion celular.

Ademas, los niveles de expresion de los marcadores de
pluripotencialidad tales como Oct4, Tert y Tcf3 (Nichols y cols., 1998;
Pereira y cols., 2006; Lavial y cols., 2007) no cambiaron en los embriones
inyectados con MO-Nanog o con el mMRNA de OI-Nanog (Fig. 34F). Por otra
parte, la disminucion de OI-Nanog en los embriones coincidié con una
disminucién en la expresion de Simplet (Smp), que es un gen homélogo al
gen FAM53B en humanos y que participa en la regulacion de la proliferacién
en el embrion de Medaka tras la transiciébn de media-blastula. (Fig. 34F;
Thermes y cols., 2006). Por tanto, los resultados muestran que Ol-Nanog no
parece necesario para la diferenciacion temprana de las capas embrionarias

y el mantenimiento de la pluripotencialidad celular.
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2. Regulacién de la pluripotencialidad vy la
diferenciacién durante el desarrollo embrionario tardio y

adulto: células del primordio germinal.

2.1. Expresion de Nanog y Oct4 durante el desarrollo
embrionario tardio de Medaka.

En ratones, tanto Mm-Nanog como Mm-Oct4 se expresan en las
CPG, en el borde genital y en las génadas en desarrollo (Rosner y cols.,
1990; Scholer y cols., 1990; Pesce y cols., 1998; Chambers y cols., 2003;
Yamaguchi S. y cols., 2005). EI gen Mm-Oct4 es necesario para la
supervivencia de las CPG (Kehler y cols. 2004) pues la pérdida de la
funcion de Oct4 en las CPG conduce a la apoptosis de estas células en los
embriones de ratén. En pollo, c-Nanog y c-PouV, homélogo de Oct4,
también se expresan en las CPG y las gonadas en desarrollo (Cafién y
cols., 2006; Lavial y cols., 2007). Estos datos sugieren que tanto Ol-Nanog
como OI-Oct4 podrian expresarse también en las CPG de Medaka, por

tanto, se evalué la expresion de los dos genes en las CPG.

2.1.A. Expresion del mRNA de Nanog y Oct4 en estadios

embrionarios tardios.

Previamente, mediante el uso de RT-PCR, se detectd la expresion
de ambos genes a lo largo de todo el desarrollo embrionario de Medaka
(Ver Fig. 23A en el apartado 1.1). Ademas, se estudié el patron de
expresién de ambos genes mediante la utilizacién de WMISH.

Por un lado, no se detecté la expresion de Ol-Nanog en los estadios
tardios. Este resultado coincide con los bajos niveles de expresién de este
gen detectados por RT-PCR (Fig. 23A en el apartado 1.1), por lo que estos
estadios tardios presentan niveles de expresion de Ol-Nanog que pueden

no alcanzar el umbral de deteccion por WMISH.
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Por otro lado, en st. 15 (estadio de media-gastrula; Fig. 5 de
Introduccion), la expresiéon de OI-Oct4 se localiz6 en un grupo central de
células alrededor de la linea embrionaria (Fig. 35A). En st. 17 (estadio de
néurula temprana; Fig. 5 de Introduccion), la expresién se detecté en la
zona media del cuerpo embrionario (Fig. 35B). En st. 18 (estadio de néurula
tardia; Fig. 5 de Introduccién), aparecié un segundo dominio de expresion
de OI-Oct4 en la zona posterior del embrién (Fig. 35C), que es similar a la
expresién de spg/pou2 en la parte posterior del embrion de Zebrafish
(Thisse y cols., 2001). En st. 19 (estadio de 2 somitas; Fig. 5 de
Introduccién), la expresién en la zona central del embrién desaparecié
mientras que el dominio posterior de expresiéon se hizo mas fuerte y
permanecié expresado a ese nivel hasta como minimo el st. 23 (estadio de
12 somitas; Fig. 35D-F).
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Fig. 35. Patron de expresion de Ol-Oct4 en distintos estadios tardios
del desarrollo embrionario. (A-B) Dominio de expresion en la mitad del
cuerpo embrionario (puntas de flecha). (C-F) Dominio de expresion de
Ol-Oct4 en la punta posterior del cuerpo embrionario (flechas). La parte
anterior de los embriones se encuentra a la izquierda. Barras de escala:
200 pm.
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2.1.B. Expresion de las proteinas de Nanog y Oct4 en estadios

embrionarios tardios.

Para caracterizar mejor el patrén de expresion de OI-Nanog y Ol-
Oct4 se realiz6 el analisis inmunohistoquimico con los anticuerpos
especificos. Los primeros resultados en embriones de st. 20 (estadio de 4
somitas; Fig. 5 Introduccién) o més tardios mostraron expresion de ambas
proteinas en algunas células localizadas junto al cuerpo embrionario en la
zona posterior. Puesto que ambas proteinas se expresan en las CPG de
ratones y pollos, se comprobd si estas células se correspondian con las
CPG de Medaka. Para ello, en primer lugar se inyectaron embriones de
Medaka en st. 1 a 3 con la construccibn 3'UTR-Nanos-GFP. Esta
construccion se caracteriza por expresar GFP Unicamente en las CPG
(Saito y cols. 2006). Posteriormente se realizd la inmunohistoquimica con
Ol-Nanog u OI-Oct4 cuando los embriones estuvieron en el estadio
apropiado.

En el estudio de OI-Nanog, en st. 23 (estadio de 12 somitas) se
detect6 que la tincién de OIl-Nanog colocalizaba con las CPG (células GFP
positivas; Fig. 36). Por tanto, en estadios tardios de desarrollo, la expresion
de OI-Nanog queda restringida a las CPG.

A

Fig. 36. Ol-Nanog se
expresa en las CPG.
(A) Imagen en campo
claro de un embrion de
st. 23. El area dentro
del recuadro amarillo
esta aumentada en (B-
E). (B-E) Iméagenes de
inmunofluorescencia
que muestran la
colocalizacién de Ol-
Nanog y las CPG,
marcadas con 3 'UTR-
Nanos-GFP. Barras de

escala en A: 100 pm y
en B-E: 20 um.

/3"UTR-Nanos/
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Por otra parte, el estudio inmunohistoquimico de OI-Oct4 revel6 un
patrén dinamico en la presencia de esta proteina en las CPG de Medaka, ya
que no todas las células GFP positivas lo eran también para OI-Oct4. En st.
25 (estadio de 18 somitas; Fig. 5 Introduccion), las células GFP que
colocalizaban con OI-Oct4 tenian una morfologia similar a una ameba y no
se encontraban localizadas en la posicion final de las génadas, lo que
sugeria que estas células eran las CPG en migracion (Fig. 37A-E, J-M).

Cuando las CPG alcanzaban su localizacién final, donde las gbénadas se

b..

/3'UTR-Nanos/‘ 3

3’'UTR Nanos

~

I3°'UTR-Nanos/ /3"UTR-Nanos/!

Fig. 37. OI-Oct4 se expresa en las CPG en migracion. (A) Imagen en
campo claro de un embrién de st. 25. El area dentro del recuadro
amarillo estd aumentada en (B-E). (B-M) Iméagenes de
inmunofluorescencia que muestran dos tipos distintos de CPG. (J-M) Un
tipo de CPG tienen una morfologia de ameba, esta migrando hacia la
posicidn final de la génada y expresa OI-Oct4. (F-1) El otro tipo de CPG
tiene una morfologia circular, esta localizada en la posicién final de la
gonada (flecha en B-E), pero no expresa Ol-Oct4. Barras de escala en A-
E: 100 pm y en F-M: 10 pum.
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diferenciaran, y adoptaban una morfologia redonda, la expresion de OI-Oct4
se perdia (Fig. 37A-l). Este resultado en la expresion de OI-Oct4 sugiere

que la expresién se mantiene sélo durante la migracion de las CPG.

2.2. Funcion de Nanog en el desarrollo de las células del
primordio germinal de Medaka.

2.2.A. Ol-Nanog regula la expresion de Cxcr4b en las células del

primordio germinal.

Como se ha indicado en el apartado anterior, Ol-Nanog se expresa
en las CPG en migracion asi como en las CPG que ya han alcanzado su
posicion final, donde se formaran las gonadas (Fig. 36). En raton, las ESC
deleccionadas para el gen Nanog e inyectadas en moérulas de ratones
salvajes contribuyen a la diferenciacién de todos los tejidos somaticos
excepto las gonadas (Chambers y cols., 2007). Esto indica que Nanog
parece ser necesario para la formacion de las gbnadas. Para investigar el
mecanismo molecular que utiliza Nanog en el desarrollo de la linea
germinal, se analizaron los efectos de la desregulacion de Ol-Nanog sobre
la expresion de varios genes implicados en el desarrollo de las CPG vy la
determinacion del sexo.

En Zebrafish y ratones, la quimioquina Sdfl y su receptor Cxcr4 son
necesarios para la migracion de las CPG (Doitsidou y cols., 2002; Ara y
cols., 2003; Molyneaux y cols., 2003). Sdfl se expresa en las células
somaticas y Cxcr4 se expresa en las CPG (Knaut y cols., 2003). En
Medaka, hay dos ortdlogos de Sdfl, Sdfla y Sdflb, que actian de manera
secuencial sobre Cxcr4b para dirigir la migraciéon de las CPG. Esta
secuencia de eventos delimita dos de las tres fases de migracion de las
CPG en Medaka (Kurokawa y cols., 2006). Durante la fase inicial de
migracién, que comienza a mediados del estadio de pre-gastrula (st. 14; Fig.

5 Introduccién) y terminan a principios de la neurulacién (st. 17), Cxcrdb se

99



RESULTADOS

expresa en las CPG, las cuales migran a la zona marginal del embrién en
respuesta a Sdfla. En la segunda fase, que se produce entre finales de la
etapa de néurula (st. 18) y el estadio de 15 somitas (st. 24; Fig. 5
Introduccion), las CPG migran de forma pasiva junto con las células
somaticas hacia la linea media del embrion, independientemente de Sdfla o
Sdflb. La tercera fase de migracion comienza alrededor del estadio de 22
somitas (st. 26; Fig. 5 Introduccion), en esta fase el sistema Sdflb/Cxcrdb
participa en el posicionamiento de las CPG (Herpin y cols., 2008). Ademas,
en la tercera fase de migracion, se ha descrito la implicacion de otro sistema
receptor-quimioquina, Cxcr7/rdcl, aunque en este caso el receptor Cxcr7 se
expresa en las células somaticas mesodermales (Sasado y cols., 2008).
Otro gen implicado en la biologia de las CPG es el gen del tumor de Wilms
(Wtl), que afecta al desarrollo de las gbénadas de mamiferos (Gessler, y
cols., 1990; Barbaux y cols. 1997; Klamt y cols., 1998) y es necesario para
el mantenimiento de las CPG en Medaka (KlUver y cols., 2009). Por dltimo,
Medaka es el Unico vertebrado no mamifero con un gen de determinacion
del sexo masculino, DmrtlbY/Dmy (Matsuda y cols., 2002; Nanda y cols.,
2002). DmrtlbY se expresa antes de la eclosion (st. 36; Fig. 5 Introduccion)
en las génadas masculinas e inhibe la proliferacion de las CPG, que siguen
proliferando en la génadas femeninas (Herpin y cols., 2007).

A continuacion, se estudi6 el efecto de la PDF de Ol-Nanog sobre
los niveles de expresion de estos genes por gRT-PCR en embriones
inyectados con MO-Nanog y con MO-C. El efecto de GDF de Ol-Nanog se
realizd de igual manera utilizando embriones inyectados con mRNA de Ol-
Nanog o mRNA control. Los resultados mostraron que la disminucion de OlI-
Nanog originaba una disminucion en los niveles de expresion del gen
Cxcr4b pero no en el resto de genes estudiados (Fig. 38A). Por otra parte, la
sobreexpresion de Ol-Nanog no alter6 los niveles de expresién de ninguno
de los genes de estudio (Fig. 38A).

Para confirmar los resultados obtenidos por qRT-PCR, se utilizo la

técnica de WMISH en embriones inyectados con MO-C o MO-Nanog.
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Cxcr4b presenta dos dominios de expresion, uno anterior, dentro de las
vesiculas opticas en desarrollo, y otro en la parte posterior del embrion
donde se localizan las CPG (Fig. 38B). Al comparar estos dominios de
expresion en los embriones inyectados con MO-Nanog respecto a los
embriones control, se observd que sélo el dominio posterior desaparecia en
los embriones deficientes en OIl-Nanog (Fig. 38D). Por otra parte, tanto en
los embriones control como en los deficientes de Ol-Nanog, el dominio de
expresién en los tejidos somaticos de Sdfla, que es el ligando de Cxcr4b,
se localizaba en el mismo lugar y con un nivel de expresion muy similar, al
igual que se observé mediante qRT-PCR (Fig. 38C, E, G).

Para analizar con mayor detalle la especificidad de este efecto en el
dominio de expresién de Cxcrdb en las CPG, se coinyecté MO-Nanog con el
MRNA de Cxcrdb unido al fragmento 3"UTR-Olvas, por lo que dirige la
expresion de este gen a las CPG (Sasado y cols., 2008). El analisis por
WMISH mostré que tras la coinyeccion, se recuperd la expresion de Cxcrdb
en el dominio posterior, sin verse afectada la expresién de Sdfla (Fig. 38F,
G). Esto indica que el dominio posterior de expresion de Cxcrdb es el que
corresponde a las CPG.

Por dltimo, mediante el uso de gRT-PCR se confirmé el resultado
obtenido en el experimento de rescate. La coinyeccion de 3"UTR-Olvas-
Cxcrdb con MO-Nanog aumentaba los niveles de expresién de Cxcrdb en
comparaciéon con los niveles de Cxcr4b en los embriones inyectados
solamente con MO-Nanog, pero el nivel de expresion rescatado era menor
al obtenido por la coinyeccion de 3"UTR-Olvas-Cxcrdb con MO-C (Fig. 38H).
Esto indicaba que MO-Nanog estaba inhibiendo la expresion enddgena de
Cxcrdb. Ademas, la sobreexpresién del ligando de Cxcrdb, Sdfla, no
rescataba la disminucion de su receptor Cxcr4b ocasionada por el MO-
Nanog. Asi mismo, no se observaron cambios en la expresion de Sdfla
cuando se sobreexpresaba Cxcrdb (Fig. 38H). Estos resultados indican que

Ol-Nanog regula de manera especifica la expresion de Cxcr4b en las CPG.
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Figura 38. Ol-Nanog regula la expresion de Cxcrdb en las CPG. (A)
Andlisis de expresion de los genes Cxcrdb, Sdfla, Cxcr7, Sdflb, Wil y
DmrtlY mediante qRT-PCR en st. 16, en embriones inyectados con
MO-C, MO-Nanog, Myc-RNA o Nanog-RNA. Los datos representan la
media + sd (barras de error). (B-G) Deteccién de los dominios de
expresion de Cxcr4b y Sdfla mediante WMISH en embriones de st. 18
tras la inyeccion con MO-C, MO-Nanog o la coinyeccién de MO-Nanog
méas 3’UTR-Olvas-Cxcrdb. Puntas de flecha: dominios de expresion
gue no son afectados por la disminucion de OI-Nanog; flechas:
dominios de expresién presentes en todos los embriones excepto los
inyectados con MO-Nanog. La parte anterior de los embriones se
localiza a la izquierda. Las imagenes representan a tres experimentos
independientes (n=35). Barras de escala: 200 ym. (H) Andlisis de
expresion de Cxcrdb y Sdfla por qRT-PCR en embriones de st. 16 en
los experimentos de rescate de fenotipo. Los datos representan la
media + sd (barras de error). *p<0.05; **p<0.005;*** p< 0,0005.

< Fig. 16. Pagina anterior.

2.2.B. Ol-Nanog regula la migracién de las células del primordio

germinal.

Para analizar el papel que desempefia Nanog en la biologia de las
CPG, se utiliz6 MO-Nanog para inhibir su funciéon. Cuando el MO-Nanog se
inyecta en embriones de st. 1-3 (estadio de 1 a 2 células; Fig. 5
Introduccién), se produce un defecto en la proliferacién que compromete el
desarrollo embrionario y causa la muerte del embrién (ver apartado 1.2.A de
esta seccion). Para evitar este efecto, se inyectaron los MO en una célula
de embriones en st. 4 (4 células; Fig. 5 Introduccion). Tanto el MO-C como
el MO-Nanog se coinyectaron con la construccion 3'UTR-Nanos-GFP, la
cual, dirige la expresion de la GFP a las CPG. Ademas, bajo estas
condiciones, la fluorescencia queda restringida al blastomero inyectado y su
progenie, lo que permite el seguimiento del desarrollo de las CPG afectadas
por el MO en un ambiente embrionario normal. Por tanto, estos embriones
no tienen comprometida su capacidad de supervivencia y se desarrollan al

mismo tiempo que los embriones control.
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A Nanos-GFP Nanos-GFP Olvas-Cxcréb Sdfla
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st.18
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Figura 39. Ol-Nanog regula la migracion de las CPG a través de
Cxcr4b. (A) Dibujo esquematico que muestra la localizacién de las CPG
(puntos verdes) en embriones control en los distintos estadios de
desarrollo estudiados. (B-E) Imagenes de fluorescencia mostrando las
CPG marcadas con GFP, en embriones coinyectados con la
construccion 3'UTR-Nanos-GFP (abreviada como Nanos-GFP) y MO-C
(B), o MO-Nanog (C), o MO-Nanog + 3’"UTR-Olvas-Cxcr4b (abreviada
como Olvas-Cxcrdb; D), o MO-Nanog + Sdfla (E). Puntas de flecha:
CPG localizadas en un lugar incorrecto; cuadro punteado rojo: Posicién
normal donde se localizan las CPG. Barras de escala: 200 pm.
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En los embriones inyectados con el MO-C las CPG se desarrollaban
de manera normal y migraban hasta el lugar donde las génadas se formaran
(Fig. 39A, B). Se cuantificé la migracién de las CPG en tres estadios de
desarrollo representativos de cada una de las fases de migracion (st. 15,
fase I; st. 18, fase II; st. 26, fase Ill) segun describieron Herpin y
colaboradores (2008; Fig. 40). Esta cuantificacion permitid6 establecer los
mapas de distribucion de las CPG en las condiciones normales de
desarrollo en esos tres estadios.

En los embriones inyectados con MO-Nanog, las CPG estaban
dispersas por toda la superficie del embrién y muy pocas células migraban a
su localizacién correcta (Fig. 39C). La cuantificacion de la distribucién de
CPG en los tres estadios de desarrollo (st. 15, 18 y 26) mostrdé que un alto
porcentaje de CPG no migraba hacia la parte posterior del embrién durante
la fase I. En esta fase, los embriones inyectados con MO-C tenian entre 36
a 41 % de las CPG en la zona posterior del embribn mientras que los
embriones inyectados con MO-Nanog sélo tenian entre un 11 al 16 % de
CPG en la parte posterior del embrién. Ademas, a lo largo de su desarrollo,
las CPG no alcanzaban su posicion final (Fig. 40). Los resultados muestran
que OI-Nanog es necesario al menos durante la primera fase de migracion.
Ademds, la eliminacion de OIl-Nanog no inhibe la expresién de 3'UTR-
Nanos-GFP, lo que indica que las CPG mantienen su identidad, siendo

capaces de regular la expresion de 3"UTR-Nanos-GFP normalmente.

2.2.C. La expresion de Cxcrdb en las células del primordio

germinal rescata el fenotipo de migracion debido al MO-Nanog.

Cxcrdb se expresa en las CPG y es necesario para su correcta
migracion durante la fase mas temprana (fase 1), donde actia como
receptor de la quimioquina Sdfla (Kurokawa y cols., 2006). Como se ha
descrito previamente (ver 2.2.A), Ol-Nanog regula la expresién de Cxcr4b

en las CPG, por lo que se analizé si el efecto de Ol-Nanog en la migracion
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MO-Nanog+
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Figura 40. Representacion esquematica de la distribucion de CPG
en porcentaje tras la inyeccion de MO-Nanog y los experimentos de
rescate. Los resultados representados se obtuvieron a partir de los
embriones coinyectados con 3’"UTR-Nanos-GFP y MO-C, o MO-Nanog,
0 MO-Nanog+3"UTR-Olvas-Cxcr4db, o MO-Nanog+Sdfia. Las CPG se
contaron en tres estadios de desarrollo (st. 15, 18 y 26).
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de las CPG estaba mediado por Cxcr4b. Para ello, se utilizé la construccion
3'UTR-Olvas-Cxcrdb, que como se ha indicado previamente, contiene la
region 3" no codificante del gen Olvas encargada de dirigir la expresion de
Olvas a las CPG. Esta regién fusionada al gen Cxcr4b activa su expresion
de manera especifica en las CPG. El mRNA 3'UTR-Olvas-Cxcrdb se
coinyecto junto con el MO-Nanog y el mRNA de 3'UTR-Nanos-GFP en una
célula de embriones en st. 4. Este disefio experimental permitia que 3'UTR-
Nanos-GFP marcase con GFP las CPG derivadas del blastémero inyectado.
Por tanto, estas CPG-GFP positivas habian heredado tanto el MO-Nanog
como el mRNA 3"UTR-Olvas-Cxcrdb por lo que eran deficientes en la
proteina Ol-Nanog y a su vez sobreexpresaban de forma especifica Cxcr4b.
Segun las observaciones previamente publicadas, la sobreexpresién del
MRNA de 3'UTR-Olvas-Cxcr4db no produce ningin efecto sobre la migracion
de las CPG (Sasado y cols., 2008).

Los resultados obtenidos mostraron que la sobreexpresion de
Cxcrdb en las CPG deleccionadas para Ol-Nanog era capaz de rescatar el
fenotipo de migracion anormal de las CPG, por lo que la mayoria de las
CPG alcanzaban la posicion final de formacién de las génadas (Fig.39D). La
cuantificacion de este efecto confirmé un rescate practicamente total
durante las fases de migracion, puesto que en la fase I, el porcentaje de
CPG que llegaba a la base del embrion era del 25 al 41%. Ademas, se
observd el rescate completo de la posicién final de las CPG (Fig. 40).

Para validar estos resultados con un control negativo que mostrase
la especificidad del efecto de OIl-Nanog sobre la regulacion de Cxcrdb, se
coinyectd el mRNA de Sdfla con MO-Nanog y 3'UTR-Nanos-GFP. Sdfal es
el ligando de Cxcrdb y se expresa en la zona donde las CPG deben
dirigirse. La sobreexpresion de Sdfla no rescataba el defecto producido por
el MO-Nanog en la migracion de las CPG (Fig. 39E y Fig. 40). En conjunto,
estas observaciones indican que Cxcr4b media los efectos de Ol-Nanog

sobre la migracion de las CPG.
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Por tanto, Ol-Nanog regula la migracion de las CPG a través de la
regulacion de la expresion del gen Cxcrdb, sin afectar la diferenciacion de
las CPG.

2.2.D. Ol-Nanog regula de manera directa la expresion de
Cxcrdb.

En los apartados anteriores se ha descrito como Ol-Nanog regula la
migracién de las CPG a través del control de la expresion del gen Cxcr4b.
Para saber si la regulacién de Ol-Nanog sobre Cxcrdb es directa, se realizé
un experimento de ChIP (Inmunoprecipitacién de cromatina) con el
anticuerpo especifico de Ol-Nanog. Este experimento permiti6 comprobar si
Ol-Nanog se unia a alguna de las secuencias potencialmente reguladoras
de Cxcr4b.

Se seleccionaron cinco secuencias potencialmente reguladoras de
Cxcr4b por ser aquellas secuencias con mayor nivel de conservacion entre
distintas especies de vertebrados y que ademés estaban mas préximas al
inicio de la secuencia codificante del gen Cxcr4b. Para hacer la reaccién de
ChIP se extrajeron las células de embriones en st. 16, pues en este estadio
esta activa la fase | de migracion de las CPG donde interviene la accion del
receptor Cxcrdb. Tras la reacciéon del ChIP, se realizaron reacciones de
PCR utilizando los oligonucledtidos especificos para cada una de las cinco
secuencias potencialmente reguladores de Cxcrdb y como molde los
fragmentos de gDNA obtenidos tras la inmunoprecipitacion (IP) con el
anticuerpo de OI-Nanog. El resultado de las reacciones de PCR mostro
amplificacion en las cuatro secuencias mas proximas al inicio del gen
Cxcrdb (secuencias nombradas del 2 al 4), mientras que la secuencia 1,
mas alejada del gen, no mostré amplificacion (Fig. 41). Este resultado indico
gue OI-Nanog regula de manera directa la expresiéon de Cxcrdb en los
embriones de st. 16 puesto que el experimento de ChIP revel6 que la

proteina OI-Nanog se une a una zona del gDNA potencialmente reguladora
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Figura 41. Ol-Nanog regula la expresion de Cxcrdb de manera
directa. Resultados de las PCR realizadas tras las reacciones de ChIP
utilizando los fragmentos de gDNA obtenidos con Anti-Nanog, pre-
IP(control) o Anti-Ptcl(control). En las PCR se utilizaron 6 pares de
oligonucleotidos especificos para abarcar las 5 secuencias altamente
conservadas previas al gen Cxcr4b, que amplificaban fragmentos de
unas 200 pb, y 2 pares de oligonucleétidos especificos para abarcar las
2 secuencias altamente conservadas previas al gen Shh usado como
control.

de la expresion de Cxcrdb. Para validar este resultado, se realizaron varios
controles sobre la técnica de ChIP. El control positivo, que consistié en
realizar las mismas reacciones de PCR pero utilizando como molde los
fragmentos de gDNA obtenidos previamente a la IP, mostré amplificacion en
todas las secuencias amplificadas (de la secuencia 1 a la 5). Ademas, se
realizaron dos controles negativos, el primero consistié en utilizar la técnica
de ChIP con el anticuerpo especifico de la proteina Ptcl, que es un receptor
de membrana no relacionado con Cxcrdb. Este control negativo no mostré
amplificacion en ninguna de las secuencias potencialmente reguladoras de
Cxcrdb. El segundo control negativo se baso en utilizar como molde los
fragmentos de gDNA obtenidos en cada una de las tres reacciones de ChIP
(ChIP con anti-Ol-Nanog, ChIP pre-IP y ChIP con anti-Ptc1) y utilizar parejas
de oligonucledtidos especificos para dos secuencias potencialmente
reguladoras del gen Shh (secuencias 6 y 7). Los resultados observados

para estas reacciones de PCR mostraron solo amplificacion cuando se
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utilizé como molde los fragmentos de gDNA obtenidos en la pre-IP (control
positivo), pero no hubo amplificacion cuando se usé el gDNA obtenido tras
el ChIP con Anti-Ol-Nanog o el ChIP con Anti-Ptcl (Fig. 41).

2.3. Expresion de OIl-Nanog y OI-Oct4 en las génadas
adultas.

En mamiferos, tanto Oct4 como Nanog se expresan en las gonadas
en desarrollo (Yeom y cols., 1996; Pesce y cols., 1998; Chambers y cols.,
2003; Mitsui y cols., 2005). Ademas, la expresion del gen Oct4 se ha
detectado en las génadas adultas de raton y humano (Pesce y cols., 1998;
Anderson y cols., 2007). Por otro lado, Nanog se expresa en las génadas en
desarrollo en ratén y pollo (Yamaguchi S. y cols., 2005; Lavial y cols., 2007),
pero no se ha descrito su expresion en las gonadas de ratones adultos.
Para conocer si estos genes se expresan en las génadas adultas de
Medaka, se evalué la presencia de los mMRNA y las proteinas de Ol-Nanog y

OI-Oct4 en el ovario y el testiculo.

Fig. 42. OI-Oct4 se expresa en génadas adultas. (A) Andlisis de la
expresion de OI-Oct4 y OI-Nanog por RT-PCR en distintos 6rganos
adultos. B: bazo; O: ovario; Tl: testiculo interior; TE: testiculo exterior.
Ol-Actin se ha usado como control. (B) WMISH para detectar la
expresion de OI-Oct4 en una seccién de testiculo adulto. La expresion
se detecta en la periferia del testiculo. (C) WMISH para detectar la
expresion de OI-Oct4 en una seccién de ovario adulto. La expresion se
detecta en los ovocitos tempranos. (D-K) Presencia de la proteina de OI-
Oct4 en el testiculo. La expresion se detecta en la periferia, donde se
localizan las espermatogonias indiferenciadas. (H-K) Detalle aumentado
de (D-G) mostrando un patrén de expresion punteado de OI-Oct4 en la
periferia de las espermatogonias. (L-W) Presencia de la proteina de OI-
Oct4 en el ovario. La expresion se detecta en el material cromosoémico y
en un patrén punteado alrededor de esa tincidon nuclear (flechas en L-
0). También se detecta expresion de OI-Oct4 en el plasma germinal
(puntas de flecha en L-S) y en las células de la periferia (* en L-O). (T-
W) ElI control del experimento de inmunofluorescencia usando
solamente los anticuerpos secundarios no mostré sefial. Barra de escala
en B: 100 um; en C-G, L-O: 50 um y H-K, P-W: 20 um.

Fig. 42. Pagina siguiente.
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El andlisis de expresién por RT-PCR de estos dos genes mostré
gue ambos estan expresados en el ovario adulto de Medaka y también en el
testiculo, aunque mas débilmente (Fig. 42A). En el caso de OI-Oct4, sélo se
detect6 mMRNA en el testiculo exterior, pero no en el interior. El analisis por
WMISH revel6 un patron de expresion muy similar en ambos genes, pues
en los testiculos, la expresién se detectd principalmente en la periferia, en el
lugar donde se localizan las espermatogonias, que son las células que se
autorrenuevan dando los espermatocitos (Fig. 42B y Fig. 43D). En el ovario,
tanto el mMRNA de OI-Oct4 como el de Ol-Nanog se detectaron Unicamente
en los ovocitos previtelogénicos de pequefio tamafio, mientras que la sefial
se detectaba muy débil o incluso desaparecia en los ovocitos
previtelogénicos de mediano y gran tamafio (Fig. 42C y Fig. 43A, B).

Para detectar la expresion de las proteinas de OI-Oct4 y Ol-Nanog
en las gonadas se realiz6 la inmunotincion con los anticuerpos especificos.
En el testiculo, al igual que el mRNA, la proteina de OI-Oct4 estaba
confinada en la periferia donde se localizan las espermatogonias inmaduras
(Fig. 42D-K), las cuales constituyen la poblacion de SC germinales del
testiculo. En los ovarios, la proteina de OI-Oct4 se detectd en el nlcleo de
las células periféricas y los ovocitos pequefios. Ademas, durante la
maduracion de los ovocitos, la expresion de OIl-Oct4 se detectdé en el
material cromosémico y con un patron punteado alrededor de esa tincion
nuclear. Finalmente, OI-Oct4 también se detecté en el plasma germinal de
los ovocitos (Fig. 42L-S), donde colocalizaba con la expresiéon de Actina,
gue se utiliz6 como marcador de esta estructura (Marlow y Mullins, 2008).
Como control negativo se uso la tincién de inmunofluorescencia Unicamente
con los anticuerpos secundarios, sin previa incubacion con los anticuerpos

primarios, este control no mostrd ninguna tincion.
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Fig. 43. Expresion de Ol-Nanog en las gonadas de Medaka. (A-C)
Deteccion de OI-Nanog en ovarios completos o secciones mediante
WMISH e inmunohistoquimica. (B) Seccién tomada en la linea punteada
de (A) mostrando los altos niveles de expresiéon de Ol-Nanog en los
ovocitos previtelogénicos mas pequefios (flechas), cuando estos
ovocitos crecen la expresion de Ol-Nanog disminuye (puntas de flecha).
(C) El patrén de expresion de la proteina Ol-Nanog es similar al descrito
para el mRNA. (D-H) Deteccion de Ol-Nanog en testiculos completos o
secciones mediante WMISH e inmunohistoquimica. (D) Deteccién de la
expresion de Ol-Nanog mediante WMISH en el testiculo entero (ventana
interna) 0 en una seccion correspondiente a la linea punteada del
testiculo entero. La expresion se detecta mayoritariamente en la
periferia del testiculo, donde se localizan las espermatogonias (cabeza
de flecha). Tincion con H-E de una seccidn de testiculo. (F-H) Expresion
de OI-Nanog en seccion de testiculo. (G) Imagen aumentada de una
seccion periférica de (F) donde se aprecia que Ol-Nanog se detecta en
los ndcleos celulares (puntas de flecha). (H) Imagen aumentada de una
seccion interior de (F) donde se aprecia que OI-Nanog se detecta
Unicamente en el citoplasma de las células que se disponen en cistos.
Barras de escala en A-D: 100um, en E y F: 50um, en G y H: 10um.
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El estudio de la expresién de proteina de Ol-Nanog revelé que en el
ovario, la presencia de la proteina coincidia con el patron de expresion del
mMRNA, por lo que sélo los ovocitos de pequefio tamafio eran OIl-Nanog
positivos (Fig. 43C). Por otra parte, en testiculos, para analizar con mas
detalle el patrébn de expresion de OI-Nanog, se realiz6 la
inmunohistoquimica en criosecciones de testiculo y la tincion de H-E para
visualizar las estructuras del testiculo (Fig. 43E, F). Al igual que la expresion
del mRNA, la proteina se detecté en los nucleos de las células que se
encontraban en la periferia del testiculo, donde se localizan las
espermatogonias (Fig. 43G). Pero ademas, también se localizd proteina en
el citoplasma de las células agrupadas en cistos, donde sucede la
espermatogénesis (Fig. 43H), y donde el mRNA ya no se detectaba (Fig.
43D).

La expresion de OI-Oct4 y Ol-Nanog en las espermatogonias y los
ovocitos inmaduros indica que pueden tener una funcibn en la
gametogénesis 0 mantenimiento de las SC adultas, ya que se expresa

especificamente y no se detecta su expresion en los gametos maduros.
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3. Regulacién de la proliferacion y diferenciacién
durante el desarrollo embrionario tardio: la retina neural

como modelo de desarrollo del sistema nervioso central.

Para estudiar la regulacion de la proliferacion y diferenciacion
durante el desarrollo embrionario del SNC, se opt6 por estudiar la funcion
de la via de sefalizacién de Wnt en el desarrollo de la retina neural.

La retina neural constituye un buen modelo para el estudio del
desarrollo del SNC por las multiples ventajas que aporta, como por ejemplo,
su fécil accesibilidad y su detallado conocimiento sobre su estructura
laminar y las células que la forman.

La via de sefalizacion de Wnt esta implicada en la formacién del
SNC, por ejemplo, participa en la especificacion neuronal del tubo neural
dorsal (Ikeya y cols., 1997; Muroyama y cols., 2002; Chizhikov y Millen,
2005; Ciani y Salinas, 2005) y en el establecimiento del patron neural A-P
del tubo neural (Kiecker y Niehrs, 2001). En el caso concreto de la retina
neural, las publicaciones asignan diferentes funciones a la via de
sefializacion de Wnt que llegan incluso a ser contradictorias (ver
Introduccién, apartado 4.3.B). Por ello, es importante aclarar el papel
principal que desempefia la via de sefalizacién de Wnt durante el desarrollo

de la retina neural in vivo.

3.1. Modificacién condicional de la via de sefalizacién de

Wnt en el desarrollo embrionario de peces Medaka.

La formacién del ojo comienza en las primeras etapas de la
organogénesis, por lo que es un proceso tardio en el desarrollo embrionario.
Estamos interesados en conocer la funcion biolégica de la via de
sefializacion de Wnt durante el desarrollo de la retina neural en los
vertebrados. Sin embargo, ademas de la funcion que la via de sefializacion

de Wnt podria tener en la formacion de la retina neural, también desempefia
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otras funciones durante el desarrollo temprano de los vertebrados. Es por
esto que el estudio del desarrollo de la retina neural podria verse afectado
por las funciones tempranas de la via de Wnt, ya que los papeles que la via
desempefia tempranamente podrian enmascarar los efectos que tiene sobre
otros procesos mas tardios en el desarrollo, como es el caso de la
formacién del ojo. Para evitar este efecto enmascarador, se ha optado por
realizar experimentos de GDF y PDF génica mediante la utilizacion de dos
lineas transgénicas de Medaka de expresion condicional (HS-Wnt8 y HS-
DNWnt8) y, complementariamente, utilizando dos farmacos activadores de
la via de Wnt (LiCl e indirubina).

3.1.A. Obtencién y caracterizacion de lineas transgénicas de

expresidon génica condicional.

Uno de las papeles que desempefia la via de Wnt durante el
desarrollo temprano de los peces Zebrafish es el establecimiento del eje A-
P (Erter y cols., 2001). Esta funcién también podria darse en los peces
Medaka por lo que la modificacion temprana de la via de Wnt impediria el
correcto estudio de las funciones tardias en la formacion del ojo. Para
comprobar si en Medaka la via de Wnt también participa en el
establecimiento del eje A-P se inyecté en embriones de Medaka en estadio
de una célula el mMRNA de Wnt8 sintetizado a partir del plasmido pHS-Wnt8
y el mMRNA de DNWNnt8 sintetizado a partir del plasmido pHS-DNWnt8 (ver
apartado 2 de Materiales y Métodos para los detalles de la obtencién de
estos vectores). Ademas, estos mRNA se inyectaron junto con el mRNA de
GFP, que sirvi6 como trazador. Al igual que lo descrito previamente para
Zebrafish (Erter y cols., 2001), la activacion de Wnt mediante la inyeccién
del MRNA de Wnt8 provoco un fenotipo de posteriorizacién del embrion. En
este caso, el 88,4 + 3,6 % de los embriones inyectados carecian de cabeza
(Fig. 44B), en comparacion con los embriones controles inyectados

Unicamente con MmMRNA de GFP, donde el 100 % de lo embriones
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presentaban un fenotipo normal (Fig. 44A). Por otra parte, cuando se inhibio
la via de Wnt mediante la inyeccion del mMRNA de DNWnt8 el 92,3 + 4,1 %
de los embriones presentaban un fenotipo de anteriorizacién, en el que sélo
se apreciaban estructuras de la cabeza (Fig. 44C). Por tanto, en Medaka, la
via de sefializacién de Wnt también participa en el establecimiento del eje
A-P, lo que implica que una manipulacién temprana de la via de Wnt altera
el correcto desarrollo embrionario e impide el estudio de esta via en

estadios tardios de desarrollo.
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Fig. 44. Fenotipo de posteriorizacion y anteriorizacion debidos a la
sobrexpresion de Wnt8 o de DNWnt8 respectivamente. Embriones
de st. 26 inyectados en st. 2 con el mMRNA de GFP (A), el mRNA de
Wnt8 (B) o el mRNA de DNWnt8 (C). (B) Los embriones que
sobreexpresan Wnt8 presentan una posteriorizacién del eje A-P sin
llegar a formar la cabeza. (C) Los embriones que tienen inhibida la via
de Wnt presentan una anteriorizacion del eje A-P en la que sélo se
aprecia la formacioén de la cabeza. Barras de escala: 200 um.

El primer paso para la generacion de las lineas transgénicas
consistio en el disefio y obtencion de los vectores plasmidicos que
posteriormente se usaron para obtener las lineas transgénicas. Para ello, se
disefiaron dos vectores de expresion condicional. Uno de los vectores
expresaba de manera condicional el transgén Wnt8 y se disefid para
realizar los experimentos de GDF génica. El otro vector expresa el transgén
DNWnNt8 y se disefio para los experimentos de PDF génica. El gen DNWnt8
presenta una delecién del dominio carboxi-terminal de la proteina Wnt8, por

lo que bloquea la activacion del receptor impidiendo la trasmision de la
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sefial, actuando de este modo como un dominante negativo de la via
canonica de Wnt (Hoppler y cols., 1996).
Ademas de incluir uno de los dos transgenes, para el disefio de los
vectores se incluyeron tres caracteristicas (Fig. 45):
= El vector incluy6 el transgén implicado en la via de sefializacion
de Wnt bajo la regulacion de un promotor de expresién condicional. En
este caso, se eligié el promotor de HS, que induce la expresién del gen
en respuesta a un estrés celular, en este caso debido a un brusco
cambio de temperatura. Mediante el uso de este promotor HS, se pudo
manipular condicionalmente la via de sefializacion de Wnt en distintas
etapas del desarrollo de la retina, evitando la interferencia con funciones
génicas tempranas, como por ejemplo el establecimiento del eje A-P
(Erter y cols., 2001; Lekven y cols., 2001; Houart y cols., 2002; Kudoh y
cols., 2002). A partir de este momento, los transgenes se nombraran HS-
Wnt8 y HS-DNWnt8 para diferenciarlos del gen endégeno Wnt8.
= Para poder seleccionar los embriones que, tras la inyeccién del
vector linearizado, han incorporado la construccion en su genoma, se
utilizé la GFP bajo la regulacion del promotor constitutivo CSKA.
= Para favorecer el proceso de transgénesis, el fragmento de
interés estaba flanqueado por las secuencias de restriccion de la

Meganucleasa I-Scel (Thermes y cols., 2002).

—{ Hs H wnte >{cskal crp >}

I-Scel I-Scel

HS DNWnNt8 CSKA GFP
I-Scel I-Scel

Fig. 45. Mapas de los vectores plasmidicos. Vectores generados para
la obtencién de las dos lineas trangénicas de manipulaciéon condicional
de la via de sefalizacién de Wnt.

Una vez obtenidas las dos construcciones plasmidicas, se

inyectaron en embriones CAB normales en estadio de una célula con el fin
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de obtener animales transgénicos. De esta manera, se obtuvieron las lineas

transgénicas HS-Wnt8 y HS-DNWnt8. Los animales transgénicos eran

seleccionados en funcion de la fluorescencia para GFP (Fig. 46).

GFP

Fig. 46. Seleccion de
embriones transgénicos
por la fluorescencia de
GFP. (A) Embrién
transgénico HS-Wnt8 en
st. 19. (B) Embrién
transgénico HS-DNWnt8
HS-Wnt8 HS-DNWnt8 en st. 19.

La validacion de las lineas transgénicas se baso en tres puntos:

» Validacion de la funcionalidad del sistema de expresion
condicional. Para ello, se estudié la expresion de los transgenes HS-
Wnt8 y HS-DNWnt8 mediante el uso de RT-PCR (Fig. 47A) y mediante el
uso de WMISH, utilizando sondas especificas para los transgenes de
HS-Wnt8 y HS-DNWnt8 (Fig. 47B-E; para mas detalles sobre las sondas
ver Materiales y Métodos). En primer lugar, los animales transgénicos en
st. 17 fueron sometidos a tratamientos de HS (ver Materiales y Métodos
para los detalles del tratamiento de HS). Mediante el uso de RT-PCR y
WMISH se comprobdé que los transgenes Wnt8 y DNWnt8 se expresaban
s6lo después de someter a tratamiento de HS a los animales
transgénicos. Ademas, la técnica de WMISH demostré que el tratamiento
de HS inducia la expresién de los transgenes en todo el embridn,
incluyendo las vesiculas opticas (Fig. 47B-E), en el 100 % de los

embriones transgénicos tratados con HS.
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Fig. 47. Deteccién de la activacion de la expresiéon de los
transgenes Wnt8 y DNWnt8 tras el tratamiento de HS. (A) Deteccion
de la expresion de los transgenes por RT-PCR tras el tratamiento de HS
en embriones de st. 17 usando oligonucleétidos especificos para los
transgenes. La expresion de los transgenes no se detectd en los
embriones control ni en los embriones transgénicos sin tratamiento de
HS. La expresion de Actina se usé como control. (B-E) Deteccién de la
activacion de los transgenes mediante WMISH en embriones de st. 17
tras el tratamiento de HS utilizando sondas especificas para los
transgenes (en morado). La parte anterior de los embriones esta a la
derecha y las vesiculas del ojo se localizan en el interior de las areas
punteadas. Barras de escala: 100 um. (B, C) Embriones transgénicos
sin tratamiento de HS. Ningln embrién presentaba marcaje morado. (D,
E) Embriones transgénicos con tratamiento de HS, el 100 % de los
embriones aparecian con el marcaje morado especifico. Al ser ambos
transgenes de X.laevis, los oligonucleétidos y las sondas usadas no
detectaron la expresion endégena de Wnt en Medaka.

= Validacion de los transgenes como moduladores de la
expresion de genes diana de Wnt. Para ello se estudié como afectaban
estos transgenes a la expresion de genes diana de Wnt como Axina2 y
Lefl (Lymphoid enhancer binding factor 1). Axina2 se asocia a las
proteinas Bcat, GSK3B y APC, y esta implicada en la inhibicion de la via
de sefializacion de Wnt (Ikeda y cols., 1998), mientras que Lefl actla
como mediador de la sefializacion nuclear de la via de Wnt (Filali y cols.,
2002). Ambos genes se activan por la sefalizacion de Wnt. Los
embriones transgénicos en st. 17 6 26 fueron tratados con HS y
posteriormente analizamos los cambios en la expresién de Axina2 y Lefl

por RT-PCR en los st. 22 6 30 respectivamente (Fig. 5 Introduccion),
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pues estos son los estadios que analizaremos en nuestro estudio. En
Medaka, Axinal y Axina2 estan duplicados con una copia en el ch. 1y
otra en el ch. 8. Para determinar de manera cuantitativa qué gen o genes
de Axina estan activados por la sefalizacién de Wnt, se analiz6 la
expresién de los cuatro genes mediante qRT-PCR. La activacion del
transgén HS-Wnt8 en st. 17 y analisis de expresion génica en st. 22
revel6 un aumento de la expresion de Axina2 (ch.1) y Lefl, mientras que
no se observaron cambios en Axinal (ch. 1 y 8) o Axina2 (ch. 8; Fig. 48).
Por otra parte, la activacién del transgén HS-DNWnNt8 en st. 17 mostro la
inhibicién de la expresion de Axina2 (ch.1) y Lefl en st. 22, mientras que

no se observaron cambios en Axinal (ch. 1 y 8) o Axina2 (ch. 8; Fig. 48).
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Fig. 48. Efecto de la activacion de los transgenes sobre la
expresion de Axina2 y Lefl. (A) RT-PCR de la expresion de Lefl y
Axina2 a st. 22 6 30 tras un tratamiento de HS a st. 17 6 22
respectivamente. La expresion de Actina se utilizé como control. (B)
gRT-PCR para cuantificar cambios en los niveles relativos de expresion
de Axinl (ch. 1 u 8) y Axina2 (ch. 1 u 8) respecto a la Actina, en
embriones de st. 22 6 30 tras un tratamiento de HS a st. 17 6 26
respectivamente. (C) gRT-PCR para cuantificar cambios en los niveles
relativos de expresion de Lefl respecto a la Actina en embriones de st.
22 6 30 tras un tratamiento de HS a st. 17 6 26 respectivamente.
*p<0,01, **p<0,001. Los datos representan la media + sd (barra de
error).
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Este efecto sobre la expresién génica de Axina2 y Lefl también se
observé cuando los transgenes fueron activados en st. 26 y la expresion
génica fue evaluada en st. 30 (Fig. 48). Por tanto, la activacion de los
transgenes HS-Wnt8 y HS-DNWnN8 afecta a la expresion enddgena de
Axina2 (ch. 1) y Lefl, demostrando que ambos transgenes estan

modulando la via de Wnt de la manera esperada.

= Capacidad de los transgenes para modular funcionalmente
la via de Wnt. Para probar si los transgenes podrian inducir fenotipos
asociados a la via de Wnt en el embrién entero, se analizé si actuaban
sobre el establecimiento del eje A-P como se ha descrito previamente en
otros vertebrados. La activacion de HS-Wnt8 en embriones en st. 10
(previo al establecimiento del eje A-P) generé un fenotipo de embriones
sin cabeza que carecian de estructuras anteriores (64,2 = 2,8 % de los
embriones presentaban el fenotipo mientras que el resto de embriones
parecian normales; Fig. 49B). Este fenotipo es similar a los fenotipos
causados por experimentos de GDF de la via de sefalizacion de Wnt en
otros vertebrados (Erter y cols., 2001; Lekven y cols., 2001; Houart y

HS-DNWNt8

Fig. 49. La activacion de los transgenes en estadios tempranos
afecta al eje A-P. Embriones de st. 30 tratados con HS en st. 10. (A)
Los embriones CAB control presentaban en su totalidad un eje A-P
normal incluso tras ser tratados con HS. (B) Los embriones que
sobreexpresan Wnt8 presentan una posteriorizacién del eje A-P sin
llegar a formar la cabeza. (C) Los embriones que tienen inhibida la via
de Wnt presentan una anteriorizacion del eje A-P en la que sélo se
aprecia la formacion de la cabeza. Barras de escala: 100 uym.
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cols., 2002; Kudoh y cols., 2002). Por otra parte, la activacion de
DNWnt8 en embriones de st. 10 causaba un fenotipo de carencia de
estructuras posteriores en el embrion, formandose sélo la cabeza (76,2 =
5,1 % de los embriones presentaban el fenotipo mientras que el resto de
embriones parecian normales Fig. 49C). Este fenotipo es similar al
producido por la inhibicién de la via de sefalizacion de Wnt (Erter y cols.,
2001; Lekven y cols., 2001; Houart y cols., 2002). Sin embargo, cuando
los embriones transgénicos eran tratados con HS después del st. 10, en
ningln caso aparecian fenotipos apreciables de manera visual, siendo
estos embriones similares a los embriones CAB control (Fig. 50). Esto
indica que los transgenes estdn modificando funcionalmente la via de
Wnt. Ademas, demuestra que la determinacion del eje A-P por Wnt se

realiza antes del st. 10 (antes de la neurulacion).

st. 26

5

HS-Wnt8

Fig. 50. Cuando la activacion de los transgenes es posterior a st. 10
no afectan al establecimiento del eje A-P. Embriones de st. 26
tratados con HS en st. 17. (A) Tanto los embriones CAB control como
los transgénicos HS-Wnt8 y HS-DNWNt8 presentaban en su totalidad un
eje A-P normal tras el tratamiento de HS. Barras de escala: 200 ym.

En conjunto, los resultados de las tres validaciones realizadas
confirman que la via de sefializacién de Wnt puede ser manipulada usando
las dos lineas transgénicas generadas, las cuales, tras el tratamiento de HS,

expresan proteinas funcionales de Wnt8 y DNWnt8.
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3.1.B. Uso de farmacos para la manipulacion de la expresion de
la via de sefalizacion de Wnt de manera condicional.

Para confirmar los resultados obtenidos por las dos lineas
transgénicas, también se utiliz6 una aproximacion farmacoldgica de
activacion condicional de la via. Los farmacos usados fueron LiCl e
indirubina, que activan la via de Wnt mediante la inhibicién de la enzima
GSK3B, la cual es una mediadora de la sefalizacion de Wnt que actlda
inhibiendo a la misma (Fig. 51; Osakada y cols., 2007).

CITOPLASMA

NUCLEO

QCF/LERY

Fig. 51. Via de sefalizaciébn de Wnt en vertebrados. Los farmacos
utilizados aparecen enmarcados en rojo, se indica el componente de la
via de sefializacion sobre el que actta el farmaco y la relacién de
inhibicion sobre ese componente.

La adicién del LiCl o indirubina en el medio de incubacion de los
embriones permite una activacion condicional de la via de sefializacion de
Wnt en el estadio de estudio. Para determinar la concentracién de trabajo
de los farmacos que permitia de manera eficiente la activacién de la via de

sefializacion, se incubaron embriones de Medaka desde el st. 17 al st. 22
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con dos concentraciones distintas de cada uno. En los experimentos de LiCl
se utilizaron las concentraciones de 0,15 M y 0,3 M, mientras que en los
experimentos con indirubina se usaron las concentraciones 5 yM y 10 uM.
Posteriormente se analiz6 el contenido de mMRNA de Axina2 (ch. 1) por RT-

PCR y gRT-PCR y de Lefl mediante el uso de gRT-PCR.
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Fig. 52. Determinacidon de la concentracién de trabajo para LiCl e
indirubina. (A) Nivel de expresién de Axina2 (ch. 1) mediante el uso de
RT-PCR en st. 22 6 26 tras la incubacién de los embriones de Medaka
con LiCl o indirubina desde el st. 17, usando dos concentraciones
distintas para cada farmaco. (B) Estudio por gRT-PCR de los niveles de
expresion de Axina2 (ch. 1) y Lefl relativos a los niveles de expresion
de Actina en st. 22 0 26 tras la incubacion con LiCl al 0,3 M o indirubina
a 10 uM desde el st. 17. (C) Estudio por gRT-PCR de los niveles de
expresion de Axina2 (Ch. 1) y Lefl relativos a los niveles de expresion
de Actina en st. 22 tras la incubacion con LiCl al 0,15 M o indirubina a 5
MM desde el st. 17. *p<0.01, **p<0.001. Los datos representan la media

* sd (barra de error).
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Los resultados de RT-PCR y gRT-PCR mostraron que las
concentraciones apropiadas para activar de manera eficiente la via de Wnt
eran para el LiCl 0,3 M y en el caso de la indirubina 10 uM (Fig. 52). La
incubacion de embriones CAB con estas concentraciones de farmacos
desde el st. 17 hasta st. 22 6 26 activaban la expresion enddgena de los
genes Lefl y Axin2 (ch. 1). Sin embargo, las concentraciones mas bajas no
afectaban a la expresién enddégena de estos genes. Por tanto, para los
experimentos subsecuentes, se utilizaron las concentraciones de 0,3 M en

el caso del LiCl 0 10 yM para la indirubina.

3.2. La via de sefializacién de Wnt enddgena esta activa en
la retina de Medaka.

Como se ha visto en el apartado de introduccién, durante el
desarrollo del ojo de los vertebrados se expresan muchos de los
componentes de via de sefializacién de Wnt (Jasoni y cols., 1999; Esteve y
cols., 2000; Jin y cols., 2002; Fuhrmann y cols., 2003; Kubo y cols., 2003;
Liu y cols., 2003, 2006; Yokoi y cols., 2003; Van Raay y Vetter, 2004; Van
Raay y cols., 2005; Veien y cols., 2005). Ademas, como minimo el gen
Wnt8b se expresa en la retina neural de Medaka durante su desarrollo
embrionario (Yokoi y cols., 2003).

Para confirmar que la via de Wnt enddgena esta activa en la retina
de Medaka, se estudio la presencia de Bcat nuclear. Cuando la via de
sefalizacion de Wnt esta activa, se acumula BCat en el citoplasma y
posteriormente es translocada al nicleo donde actda como FT de la via de
sefializacion de Wnt. En el desarrollo de la retina neural de Medaka, la
presencia de Bcat nuclear se detect6 en el 17,8 + 1,2 % de las células, con
una distribucién dispersa, mientras que en la lente no se detecta la
presencia de Pcat nuclear (Fig. 53). Este resultado indica que la

sefializacion de Wnt esta activa en la retina neural y puede actuar de

126



RESULTADOS

manera transitoria, como ya se ha descrito previamente en ratones

(Fuhrmann y cols., 2009).

+DAPI

Fig. 53. Sefalizacién canénica endégena de Wnt en la retina de
Medaka. (A) Inmunohistoquimica de fcat y tincion de DAPI en
crioseccion de ojo de Medaka. Las secciones en Z cruzan en un punto
de elevada tincion de Bcat (a). La proyeccion del eje Z se muestran en el
lado derecho (eje Y) y en el lado inferior (eje X). (B) Imagen aumentada
del area alrededor del punto (a), y las secciones en Z correspondientes,
que muestran como la tincion de Bcat esta rodeada por DAPI en los tres
ejes. Barras de escala en (A): 10 um y en (B): 5 um.
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3.3. La via de sefalizacién de Wnt regula la diferenciacion
celular de los progenitores neurales de la retina durante el

desarrollo temprano del ojo.

Una vez establecidas las dos metodologias de modulacion de la via
de sefializacion de Wnt de manera condicional, por un lado la metodologia
genética mediante el uso de las lineas transgénicas y por otro lado la
metodologia farmacoldgica, se utilizaron estas dos aproximaciones para
estudiar la posible funcién de la via de sefalizacion de Wnt en la
diferenciacion de los PNR.

Para investigar la funcion de la via de sefializacién de Wnt durante
la diferenciacion de los PNR de Medaka, se analizé la expresion de
marcadores de diferenciacion neuronal en la retina tras la manipulacion de
la via de sefializacion de Wnt.

Tal y como se describe en otros vertebrados (Prada y cols., 1991;
Cayouette y cols., 2006; Wallace, 2008), los PNR de Medaka siguen un
patrén temporal de diferenciacion. Las células CGR se diferencian en primer
lugar. Por tanto, Ath5, que es un marcador de diferenciacion de PNR
temprano aparece inicialmente marcando las CGR, pudiendo detectarse en
st. 25 en la retina de Medaka (Fig. 54A). Posteriormente, Ath5 marcara
también algunas células horizontales, amacrinas y fotorreceptores (Brown y
cols., 1998; Kanekar y cols., 1998; Poggi y cols., 2005). Otro marcador que
se ha estudiado es Proxl, que se expresa en células amacrinas y
horizontales, apareciendo en st. 27 (Fig. 54B; Dyer y cols., 2003). Tras Ath5
y Proxl, se detecta el marcaje de Vsx1, que aparece en st. 30 y marca
células bipolares (Fig. 54C; Passini y cols., 1998). Finalmente, el Ultimo
marcador que hemos utilizado es Rodopsina (Rhod, del inglés Rhodopsin),
que aparece en st. 34 y marca los fotorreceptores de tipo baston (Fig. 54D;
Vihtelic y cols., 1999; Kitambi y Malicki, 2008).

128



RESULTADOS

Prox1 W

Rhod 9 vsx1 ©

. o~ -4

Fig. 54. Patrén de expresion de los genes marcadores de
diferenciacion en el ojo en desarrollo de Medaka. Patron de
expresion de los genes (A) Ath5, (B), Prox1, (C) Vsx1 y (D) Rhod en
distintos estadios del desarrollo del ojo de Medaka (st. 23, 25, 27, 30, 34
y 36). Barra de escala: 50 ym.

Para analizar la expresion de Ath5, se utilizaron embriones
transgénicos Ath5-GFP (del Bene y cols., 2007) y WMISH con una sonda
para Ath5.

Tras incubar los embriones Ath5-GFP con LiCl o con indirubina
desde st. 17 a st. 26, se observé un incremento en el dominio de expresion
de GFP a st. 30, (Fig. 55B-D). LiCl incrementd la expresion de GFP en el 83
* 4,9 % de los embriones tratados (n=36) y la indirubina en el 68 + 2,7 % de
los embriones tratados (n=21). Sin embargo, en st. 35 la distribucion de las
células GFP en los animales transgénicos Ath5-GFP era similar a la

distribucion de los embriones control no tratados.
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A [LiCl o Indirubina
L} 1 L]

st.17 22 26

Control LiCl

Fig. 55. La activacion farmacoldgica de la via de Wnt aumenta
inicialmente el dominio GFP en los embriones transgénicos Ath5-
GFP. (A) Esquema que muestra los estadios de incubacién de los
farmacos y los estadios donde los embriones fueron fijados y el dominio
de expresion de GFP analizado (flechas). (B-G) Imagenes de
fluorescencia de GFP en ojos de embriones tratados con LiCl o
indirubina. Ojos control sin ningdn tratamiento farmacoldgico (B, E), ojos
de embriones incubados con LiCl (C, F) y ojos de embriones tratados
con indirubina (D, G). Mientras que en st. 30 se observa un aumento en
el dominio de Ath5 mediado por la fluorescencia de GFP (B-D), no se
observan cambios en la expresion de GFP en st. 35 (E-G). Barra de
escala: 50 pm.

st. 30

st. 35

Para confirmar este efecto de la via de Wnt sobre la expresion del
gen Ath5 se utilizaron los animales transgénicos HS-Wnt8 y HS-DNWnt8.
En primer lugar, los animales transgénicos fueron expuestos a tres
tratamientos de HS a lo largo de su desarrollo, en los st. 17, 22 y 26 para
activar la expresién de HS-Wnt8 y HS-DNWnt8 durante el desarrollo de la
retina. Tras los tratamientos de HS se detectd la expresion del gen
marcador Ath5 mediante WMISH en st. 30. La activacién de HS-Wnt8
incrementd el dominio de expresion de Ath5, que en st. 30 s6lo marca las
CGR (Fig. 56A, B; 72,5 + 1,3 %, n=62). Sin embargo, la activacién de HS-
DNWnNt8 disminuyo la expresién del dominio de Ath5 (Fig. 56A, B; 85,1 + 2,8

%, n=68). Cuando el andlisis se realiz6 en st. 35, no se apreciaron
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alteraciones en el dominio de expresién de Ath5 debidas a la activacién de
los transgenes (Fig. 56E-G).

A HS HS
[ 1
st17 22

-

st. 30

st. 35

Fig. 56. La activacion de los transgenes modula el dominio de
expresion de Ath5 en st. 30 pero no en 35. (A) Esquema que muestra
los estadios donde se realizaron procesos de HS y los estadios donde
los embriones fueron fijados y el dominio de expresion de Ath5
analizado. (B-G) Imagenes de WMISH para el marcador de CGR Ath5
en ojos de embriones tratados con HS en st. 17, 22 y 26. Ojos control
CAB (B, E), ojos de embriones HS-Wnt8 (C, F) y ojos de embriones HS-
DNWnt8 (D, G). La regulacion de la via de Wnt sobre la expresion de
Ath5 se puede apreciar en st. 30 (B-D), pero no en st. 35 (E-G). Barra
de escala: 50 um.

Para ampliar el andlisis y describir con mayor precision en qué
estadios la via de Wnt regula la expresiébn de Ath5, se realizaron
tratamientos Unicos de HS en lugar de tres tratamientos a lo largo del
desarrollo del ojo. Ademas, para cuantificar los cambios en la expresién de
Ath5, se realiz6 RT-PCR y gRT-PCR a partir de ojos diseccionados. Asi,
tras activar la via de Wnt con HS-Wnt8 o inhibirla con HS-DNWnt8 en st. 17,
se detecté un cambio en la expresion de Ath5 en st. 30, pero no en st. 35
(Fig. 57A, B; Fig. 5 Introduccion). Sin embargo, cuando la activacion de los

transgenes se realizé en st. 26, no se detectaron cambios significativos en
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la expresion de Ath5 en st. 30 o en st. 35 (Fig. 57A, B). Por tanto, la via de

Whnt regula la diferenciacion de las CGR antes de st. 26.
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Fig. 57. La via de Wnt regula la diferenciacion de las CGR antes de
st. 26. (A) Andlisis de la expresion de Ath5 por RT-PCR. Los estadios
sefalados indican el estadio en el que se produjo el tratamiento de HS y
el estadio en que se extrajo el mMRNA para realizar el analisis de RT-
PCR. (B) Analisis por gRT-PCR de la expresién de Ath5 relativa a la
expresion del control Actina en ojos de embrion tras el tratamiento de
HS en st. 17 y andlisis en st. 30 6 35, o HS en st. 26 para posterior
analisis en st. 30. *p<0.001, **p<0.0001. Los datos representan la media
+ sd (barra de error).

Para determinar si estos resultados en la regulacion de la expresion
de Ath5 son especificos sobre este marcador, o0 si se trata de un efecto
general en la diferenciacion de los PNR, se estudié el efecto de la via de
Wnt en otros tipos neuronales de la retina. Prox1 es una proteina homeobox
que se expresa en las células amacrinas durante la diferenciacion (Dyer y
cols., 2003). Tras la activacion de HS-Wnt8 en st. 17, se detect6 un
incremento en la expresién de Prox1 en el 73,1 £ 2,5 % de los embriones
(n=41) en st. 32. Por el contrario, en st. 35 los niveles de mRNA de Prox1
fueron equivalentes a los del control (n= 37; Fig. 58A-G). Cuando se activé
la expresién de HS-DNWnt8 en st. 17, se observo un descenso de la
expresion de Prox1 en st. 32 en el 84,8 £ 5,2 % de los embriones (n=46),
pero en st. 35, los niveles de Prox1 fueron iguales a los del control (n=37;
Fig. 58A-G). Finalmente, la activacion de los transgenes en st. 26 no
producia ningiin cambio en la expresion de Prox1 en st. 32 (n=45; Fig. 58H-

K). Estos resultados obtenidos mediante andlisis de WMISH fueron
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confirmados mediante la cuantificacion de los niveles de expresion de Prox1
utilizando gRT-PCR (Fig. 58L).
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Fig. 58. La activacion de los transgenes HS-Wnt8 y HS-DNWnt8
modula el dominino de expresion de Prox1 en st. 32 pero no en 35.
(A, H) Esquema que muestra los estadios donde se realizaron procesos
de HS y los estadios donde los embriones fueron fijados y el dominio de
expresion de Prox1 analizado (flechas). (B-G, I-K) Imagenes de WMISH
para el marcador Prox1 en ojos de embriones tratados con HS en st. 17
(B-G) o en st. 26 (I-K). Ojos control (B, E, 1), ojos de embriones HS-Wnt8
(C, F, J) y ojos de embriones HS-DNWnt8 (D, G, K). Barra de escala: 50
pm. (L) Analisis por qRT-PCR de la expresion de Prox1 relativa a la
expresion del control Actina en ojos de embriones tras el tratamiento de
HS en st. 17 y andlisis en st. 32 6 35, 0 HS en st. 26 para posterior
analisis en st. 32. *p<0.0001. Los datos representan la media + sd (barra
de error).

Los resultados obtenidos con la modulacion de la via de Wnt sobre la
regulacion de la expresion de Ath5 y Prox1 sugieren que hay una fase
temprana durante el desarrollo de la retina en la cual la via de Wnt regula la

expresion de estos dos marcadores.
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3.4. La via de sefalizacién de Wnt regula la diferenciacion

celular tardia de los progenitores neurales de la retina

durante el desarrollo del ojo.

Como se ha visto anteriormente, los PNR siguen una secuencia de

diferenciacion temporal, siendo las células bipolares y los fotorreceptores de

tipo bastdn dos de los tipos celulares que se diferencian mas tardiamente.

Para estudiar si la via de sefializacibn de Wnt podria estar también

regulando la diferenciacién mas tardia de los PNR, se estudio el efecto de la

modulacién de la via sobre el marcador Vsx1 de células bipolares y el

marcador Rhod de fotorreceptores tipo baston.

Mediante el uso de las dos lineas transgénicas, HS-Wnt8 y HS-

DNWNnt8, se realizaron tres tratamientos de HS a lo largo del desarrollo de

Vsx1

HS
T M
26 35
L
£ )
= 7
HS-DNWnNt8
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Fig. 59. La activaciéon de los
transgenes HS-Wnt8 y HS-
DNWnt8 en st. 26 modula el
dominino de expresion de Vsx1
en st. 35. (A, E, I) Esquema que
muestra los estadios donde se
realizaron procesos de HS y los
estadios donde los embriones
fueron fijados y el dominio de
expresibn de Vsxl analizado
(flecha). (B-D, F-H, J-L) Imagenes
de WMISH para el marcador
Vsx1l en ojos de embriones
tratados con HS en st. 17, 22 y 26
(B-D), en st. 17 (F-H), o en st. 26
(J-L). Ojos control de embriones
CAB (B, F, J), ojos de embriones
HS-Wnt8 (C, G, K) y ojos de
embriones HS-DNWnt8 (D, H, L).
Barra de escala: 50 ym.
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los embriones (st. 17, 22 y 26) y se analiz6 por WMISH el efecto sobre
Vsx1. La activacién de HS-Wnt8 incrementd la expresion de Vsx1 en st. 35
en el 80,4 £ 3,7 % de los embriones (n=41), mientras que la inhibicién de la
via de Wnt por HS-DNWnt8 disminuyd la expresion de Vsx1 en ese estadio
en el 85 £ 0,9 % de los embriones (n=47; Fig. 59A-D).

Por otra parte, al activar los transgenes en distintos estadios de
desarrollo se observd una especificidad temporal del efecto de Wnt sobre
Vsx1. De este modo, la activacién de los transgenes en st. 17 no producia
cambios en la expresion del marcador Vsx1 en st. 35 (n=45; Fig. 59E-H).
Por otra parte, la activacion de HS-Wnt8 en st. 26 producia un aumento en
la expresion de Vsx1 en st. 35 en el 74,3 + 2,3 % de los embriones tratados
(n=39), mientras que la expresion de Vsx1 disminuia en el 74,3 + 2,6 % de
los embriones al activarse HS-DNWnt8 (n=43; Fig. 59I-L). Estos datos
sugieren que la via se sefializacién de Wnt regula la expresién de Vsx1
después de st. 26.

Para comprobar si el efecto de Wnt sobre Vsx1 era especifico o
general sobre la expresion de todos los marcadores tardios, se analiz6 la
expresion del marcador Rhod. Para ello, se utilizaron los mismos

tratamientos de HS que se habian empleado en el estudio del marcador

Fig. 60. La activacion de los

transgenes HS-Wnt8 y HS-

A TS TS F:S T3 DNWnt8 no modula el dominio
st.17 22 26 3536 de expresion de Rhod en st. 35
B — (& — D S ni 36. (A) Esquema que muestra
‘ ¥ e o los estadios donde se realizaron
( &m -.-’f ~ % _ procesos de HS y los estadios
g = donde los embriones fueron
HS-Wnt8  HS-DNWnt8 fijados y el dominio de expresion

i = de Rhod analizado (flecha). (B-G)
' HS-|Ent8

st. 35

Rhod

Imagenes de WMISH para el
marcador Rhod en ojos de
embriones tratados con HS en st.
17, 22 y 26. Ojos control de
embriones CAB (B, E), ojos de
embriones HS-Wnt8 (C, F) y ojos
de embriones HS-DNWnt8 (D, G).
Barra de escala: 50 ym.
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Vsx1. Tras el tratamiento de HS a lo largo de tres estadios (17, 22 y 26) o
tras el tratamiento puntual de HS en st. 17 o en st. 26 no se observé ningln
efecto sobre la expresion de Rhod (Fig. 60). Estos resultados sugieren que
Whnt no regula la expresion de Rhod tras el st. 26 y, por tanto, el efecto de

Whnt sobre Vsx1 es especifico.

Los efectos de la via de sefializacion de Wnt sobre los marcadores
Vsx1 y Rhod fueron cuantificados mediante RT-PCR y gRT-PCR. Los
resultados obtenidos mediante ambas técnicas confirmaron que Wnt regula
la expresion de Vsx1 tras el st. 26, pero no en estadios anteriores, y que

ademas, no afecta a la expresion de Rhod (Fig. 61A, B).

A bs pcr
Vsx1

17 30 Rhod ]
Acting

vsx1
26 35 Rhod i
Acting

Fig. 61. La via de Wnt regula la expresion de Vsx1 pero no la de
Rhod. (A) Andlisis de la expresion de Vsx1 y Rhod por RT-PCR. Los
estadios sefialados indican el estadio en el que se produjo el tratamiento
de HS y el estadio en que se extrajo el mMRNA para realizar el analisis de
RT-PCR. (B) Analisis por gRT-PCR de la expresion de Vsx1 o Rhod
relativa a la expresion del control Actina en ojos de embriéon tras el
tratamiento de HS en st. 17 y andlisis en st. 35, 0 HS en st. 26 para
posterior analisis en st. 35. *p<0.001, **p<0.0001. Los datos representan
la media £ sd (barra de error).
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Para confirmar que la via de Wnt no tenia ningun efecto sobre los
fotorreceptores, se utilizd el anticuerpo anti-Zprl, que reconoce un antigeno
especifico de los fotorreceptores. Tras el proceso de HS consecutivo en los
st. 17, 22 y 26, tampoco se aprecié ningin cambio en la distribucion o
grosor de la capa de fotorreceptores marcada por la proteina Zprl en st. 35

(Fig. 62).
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zprl1+DAPI
st. 35

Control HS-Wnt8 HS-DNWnNt8

Fig. 62. La activacion de los transgenes HS-Wnt8 y HS-DNWnt8 no
afecta a la capa de fotorreceptores en st. 35. (A) Esquema que
muestra los estadios donde se realizaron procesos de HS y el estadio
donde los embriones fueron fijados y se realizd la inmunohistoquimica
para anti-zprl (flecha). (B-D) Inmunotincion de Zprl en ojos de
embriones tratados con HS en st. 17, 22 y 26. Ojo control de embrién
CAB, n=10 (B); ojo de embrién HS-Wnt8, n=7 (C); ojo de embrién HS-
DNWnt8, n=9 (D). Barras de escala: 50 ym.

Por tanto, los resultados obtenidos indican que la via de Wnt regula
la expresién del marcador de células bipolares, Vsx1, a partir del st. 26, pero

no afecta a la expresion del marcador Rhod ni a la capa de fotorreceptores.

3.5. La via de sefalizacion de Wnt regula la apoptosis de los
progenitores neurales de la retina durante el desarrollo
temprano.

Durante el desarrollo neural temprano en Medaka, se detecta una
gran cantidad de células apoptéticas en el tubo neural desde st. 20 a st. 27,
pero el nimero de células apoptéticas decrece a partir de st. 29 (Ishikawa y
cols., 2007). Esto indica que la apoptosis es un proceso regulado durante el
desarrollo del SNC. Por tanto, decidimos analizar si la via de sefalizacién

de Wnt regula la apoptosis durante el desarrollo del ojo. Para analizar el
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efecto de la via de Wnt en la apoptosis de los PNR se utilizé la tincion de
TUNEL.

En primer lugar, se someti6 a los embriones transgénicos o al grupo
control a tres procesos de HS a lo largo de su desarrollo, en st. 17, 22 y 26.
Tras un HS a los embriones HS-Wnt8 en st. 17 se contaron las células
apoptoéticas en el ojo en st. 22 y se detectd un incremento de la apoptosis
respecto al control. Sin embargo, cuando el analisis se realiz6 en st. 26, tras
HS a st. 17 y 22, el nimero relativo de células apoptéticas se vio reducido.
También habia una reduccién en la apoptosis en st. 30, tras los tres
procesos de HS, en st. 17, 22 y 26 (Tabla 12 y Fig. 63A-C).

Por otra parte, al repetir el experimento con los animales
transgénicos HS-DNWnt8, el resultado fue complementario al obtenido para
los transgénicos HS-Wnt8. En primer lugar, tras HS en st. 17, el andlisis de
TUNEL en st. 22 revel6 una disminucion en el numero relativo de células
apoptoticas. Sin embargo, cuando el analisis se realiz6 en st. 26, tras HS en
st. 17 y 22, o se realiz6 en st. 30, tras HS en st. 17, 22 y 26, la inhibicién de
la via de Wnt provoc6 un aumento en el nimero relativo de células
apoptoticas (Tabla 12 y Fig. 63A-C).

La via de sefalizacion de Wnt podria tener distintos efectos a lo
largo del desarrollo de la retina neural, por ello se activé la expresion de los
transgenes en momentos puntuales. De este modo, la activacién de la
expresiéon de HS-Wnt8 en st. 17 provocé un aumento de apoptosis relativo
al control en st. 22, pero en st. 30 se detectdé una disminucién en la
apoptosis (Fig. 63D). Cuando la activacion del transgén HS-Wnt8 se realizo
en st. 22, también se detectdé un aumento en la apoptosis en st. 26 y una
disminucién de la misma en st. 30 (Fig. 63E). Finalmente, la activacion del
transgén HS-Wnt8 en st. 26 no provocd ninglin cambio en el nimero de
células apoptéticas en st. 30 (Fig. 63F). Por otra parte, en el caso de la
activacion del transgén HS-DNWnNt8, que inhibe la via de Wnt, los efectos
en la apoptosis fueron complementarios a los obtenidos con la activacion de
HS-Wnt8 antes de st. 26. Asi, la activacion de HS-DNWnt8 en st. 17
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provoco una disminucion de la apoptosis en st. 22, pero en st. 30 se detectd
un aumento (Fig. 63D). Cuando el transgén que inhibe la via de Wnt se
activo en st. 22, se produjo una disminucién inicial de la apoptosis relativa al
control en st. 26, seguida de un aumento relativo en st. 30 (Fig. 63E). Por
otra parte, la activacion de uno u otro transgén en st. 26 no provoco

cambios en la apoptosis en st. 30 (Fig. 63F).

Tabla 12. Resultados obtenidos mediante TUNEL en el estudio de la
via de sefalizacibn de Wnt sobre la apoptosis. Los datos
representan el nimero de células positivas para TUNEL en la retina en
desarrollo. Los experimentos se realizaron por triplicado y n es el
numero total de retinas contadas en cada condicion. Estos datos fueron
usados para calcular los valores relativos de la Fig. 64, dandole al
control el valor 1.

HS st. TUNEL st. Media sd n

Control 17 22 22,2 1,03 30
Wnt8 17 22 27,6 1,17 30
DNWnNt8 17 22 17,1 1,10 30
Control 17, 22 26 17,4 0,96 30
Wnt8 17, 22 26 135 0,84 30
DNWnNt8 17, 22 26 21,2 0,91 30
Control 17, 22, 26 30 55 1,17 30
Wnt8 17, 22, 26 30 0,57 1,13 30

DNWnt8 17, 22, 26 30 11,44 1,04 30
HS st. TUNEL st. Media sd n

Control 17 22 222 1,00 30
Wnt8 17 22 276 151 30
DNWnNt8 17 22 171 1,27 30
Control 17 30 55 0,72 30
Wnt8 17 30 0,44 1,10 30
DNWnt8 17 30 9,6 1,11 30
HS st. TUNEL st. Media sd n

Control 22 26 17,1 0,99 30
Wnt8 22 26 230 122 30
DNWnNt8 22 26 114 194 30
Control 22 30 52 1,15 30
Wnt8 22 30 4.7 1,42 30
DNWnt8 22 30 6,2 1,00 30
HS st. TUNEL st. Media sd n

Control 26 30 5,6 1,34 30
Wnt8 26 30 544 1,14 30
DNWnNt8 26 30 5,6 0,39 30
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Fig. 63. La via de sefalizacion de Wnt regula la apoptosis de los
PNR. (A, B) Imagen de WMISH que muestra las células TUNEL
positivas en embriones control, HS-Wnt8 y HS-DNWnt8 tras HS en st.
17 y tincion de TUNEL en st. 22 (A) o en ojos de st. 30 (B). En (A) la
parte anterior estd en el lado derecho y las copas Opticas se localizan
dentro de las &reas marcadas. Barras de escala: 50 um. (C-F)
Representacion gréfica relativa del nimero de células apoptéticas en la
retina de los embriones transgénicos tratados con HS en relacién a los
embriones control. Se han representado los valores numéricos relativos
al control (linea base). (C) Los embriones fueron tratados con HS en st.
17 y analizados en st. 22 (naranja), tratados con HS en st. 17y 22 y
analizados en st. 26 (verde) o tratados con HS en st. 17, 22 y 26 y
analizados en st. 30 (azul). (D) Los embriones fueron tratados con HS
en st. 17 y analizados en st. 22 (naranja) 6 30 (azul). (E) Los embriones
fueron tratados con HS en st. 22 y analizados en st. 26 (verde) y 30
(azul). (F) Los embriones fueron tratados con HS en st. 26 y analizados
en st. 30 (azul). La apoptosis no se vio afectada cuando la activacion de
los transgenes se dio a este estadio. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Los
datos representan la media + sd (barra de error).
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Estos resultados demuestran que la via de sefializacion de Wnt
regula la apoptosis de los PNR durante el desarrollo temprano del ojo.
Ademas, al igual que sucede con la diferenciacion celular, existen
mecanismos independientes de la via de Wnt que compensan los efectos

introducidos por Wnt.

3.6. La via de sefializacién de Wnt regula la proliferacion de
los progenitores neurales de la retina durante el desarrollo

temprano.

Para estudiar la proliferacion de los PNR se utiliz6 la
inmunohistoquimica con pH3 como marcador de las células en proliferacion
en fase M del ciclo celular. En primer lugar se incubaron embriones CAB
con LiCl o indirubina desde st. 17 hasta st. 22 é 26, momento en que se
realizé la tincion con anti-pH3. Tras la incubacién con los farmacos, en st.
22 se observé un incremento en el nimero de células pH3 positivas en la
retina (LiCl, 35.18 + 0,98, n=60; indirubina 30,07 = 0,90, n=60) en
comparacién con las retinas de los embriones control (19,94 + 0,99). Sin
embargo, este incremento en la proliferacion no se observé cuando la
proliferacion se midio a st. 26, donde el nimero de células pH3 positivas no
variaba respecto al control (43,2 + 0,75) en el caso del LiCl (44,3 + 1,12) o

incluso se veia disminuido en el caso de la indirubina (36,8 + 1,20; Fig. 64).

1,4y Ost 22 @st. 26 Fig. 64. Efecto de los farmacos
(a2} . .
T activadores de la via de Wnt sobre la
%1'3' proliferacion. Los embriones fueron
‘_g 1,21 incubados con LiCl o indirubina desde st.
3 17 a 22 (naranja) o desde st. 17 a 26
0 1,11 (verde). El incremento en el numero
3 1 relativo de células pH3 positivas sélo se
e aprecia en st. 22, pero en 26 ese aumento
=09 S desaparece (LiCl) o incluso se invierte con
E’OS- una disminucion respecto al control
* . o (indirubina).  *p<0,001. Los datos

0,74 LiCl Indirubina representan la media + sd (barra de error).
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Estos resultados se confirmaron utilizando los animales
transgénicos que permiten la sobrexpresion o inhibicién de la via de Wnt.
Tras activar la via de Wnt con HS-Wnt8 en st. 17 se producia un aumento
en la proliferacién en st. 22 (Tabla 13 y Fig. 65A). Sin embargo, cuando la
proliferacion se midié en st. 26 (HS en st. 17 y 22), el incremento en la
proliferacion no se detect6 (Tabla 13 y Fig. 65A). Ademas, si la proliferacién
se media en st. 30 (tres tratamientos de HS en st. 17, 22 y 26), se
observaba una disminucion en el niumero relativo de células pH3 positivas
(Tabla 13 y Fig. 65A). Por otra parte, la inhibicion de la via de Wnt con
DNWnNt8 provocaba un efecto complementario en la proliferacion. En este
caso, en st. 22 (HS en st. 17), el nUmero relativo de células pH3 positivas se
veia disminuido respecto al control (Tabla 13 y Fig. 65A). En st. 26, (HS en
st. 17 y 22) no se detectaban variaciones en la proliferacion respecto al
control, y en st. 30 (HS en st. 17, 22 y 26) los niveles de proliferacion
estaban aumentados respecto al control (Tabla 13 y Fig. 65A).

A la vista de estos resultados, podria suceder que Wnt tuviese
efectos opuestos sobre la proliferacién en distintos momentos del desarrollo.
Para comprobar esta posibilidad, se administraron tratamientos de HS en un
Unico estadio y se analizaron los valores de proliferacién en varios estadios
posteriores. La activacion de HS-Wnt8 en st. 17 generd un aumento en el
namero de células pH3 positivas en st. 22, sin embargo, en st. 30 habia una
disminucién de la proliferacién (Fig. 65B). Por otra parte, la activacién de
HS-DNWnNt8 en st. 17 produjo una disminucién de la proliferacion en st. 22,
pero en st. 30, la proliferacion se veia incrementada (Fig. 65B). EI mismo
tipo de andlisis se realizé suministrando el tratamiento de HS en st. 22. En
este caso, la activacion de HS-Wnt8 provoco un aumento en la proliferacion
en st. 26, pero si se media mas tarde en el desarrollo, en st. 32, la
proliferacion aparecia disminuida (Fig. 65C, D). Por otra parte, la inhibicién
de la via de Wnt mediante la activacion de HS-DNWnt8 provocod una
disminucién de la proliferacion en st. 26 mientras que en st. 32 la

proliferacion aumenté (Fig. 65C, D).
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Tabla 13. Resultados obtenidos mediante la inmunohistoquimica
de pH3 en el estudio de la via de sefalizacion de Wnt sobre la
proliferaciéon. Los datos representan el nUmero de células tefiidas con
pH3 en la retina en desarrollo. Los experimentos se realizaron por
triplicado y n es el niumero total de retinas contadas en cada condicion.
Estos datos fueron usados para calcular los valores relativos de la Fig.
66. dandole al control el valor 1.

HS st. pH3st. Media sd n

Control 17 22 216 1,22 60
Wnt8 17 22 23,8 1,39 60
DNWnNt8 17 22 16,8 1,09 60
Control 17, 22 26 329 151 60
Wnt8 17, 22 26 330 1,11 60
DNWnNt8 17,22 26 32,7 0,62 60
Control 17, 22, 26 30 41,1 1,44 60
wWnt8 17, 22, 26 30 37,1 1,37 60
DNWnNt8 17, 22, 26 30 447 1,33 60
HS st. pH3 st. Media sd n

Control 17 22 27,33 1,73 60
Wnt8 17 22 30,5 1,33 60
DNWnNt8 17 22 229 1,32 60
Control 17 30 40,6 1,07 60
Wnt8 17 30 35,44 0,96 60
DNWnNt8 17 30 451 1,41 60
HS st. pH3st. Media sd n

Control 22 26 34,88 0,89 60
Wnt8 22 26 388 1,55 60
DNWnNt8 22 26 31,57 1,98 60
Control 22 30 40,8 1,22 60
Wnt8 22 30 40,6 1,26 60
DNWnNt8 22 30 40,5 1,58 60
Control 22 32 56,90 1,69 60
Wnt8 22 32 51,75 1,49 60
DNWNt8 22 32 62,20 1,53 60
HS st. pH3 st. Media sd n

Control 26 30 40,5 1,18 60
Wnt8 26 30 40,13 1,16 60
DNWnNt8 26 30 40,8 1,99 60
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Fig. 65. La via de sefalizacion de Wnt regula la proliferacion de los
PNR. (A, B, D, E) Representacion gréfica relativa del nimero de células
pH3 positivas en la retina neural de los embriones transgénicos tratados
con HS en relacién a los embriones control. Se han representado los
valores numéricos relativos al control (linea base). (A) Los embriones
fueron tratados con HS en st. 17 y analizados en st. 22 (nharanja),
tratados con HS en st. 17 y 22 y analizados a st. 26 (verde), tratados
con HS en st. 17, 22 y 26 y analizados a st. 30 (azul). (B) Los embriones
fueron tratados con HS a st. 17 y analizados a st. 22 (naranja) 6 30
(azul). (C) Inmunohistoquimica de pH3 en un ojo control, un ojo HS-
Wnt8 y un ojo HS-DNWnt8 tras un tratamiento de HS en st. 22 y analisis
en st. 26. Las retinas se encuentran dentro de las areas marcadas.
Barras de escala: 50 um. (D) Los embriones fueron tratados con HS en
st. 22 y analizados en st. 26 (verde), 30 (azul) 6 32 (rojo). (E) Los
embriones fueron tratados con HS en st. 26 y analizados en st. 30
(azul). La proliferacién no se vio afectada cuando la activacién de los
transgenes se dio en este estadio. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Los
datos representan la media £ sd (barra de error).

144



RESULTADOS

Por tanto, el efecto provocado por Whnt inicialmente se compensaba
posteriormente de manera independiente de la sefializacién de Wnt.

Para finalizar este analisis, se activaron los transgenes en st. 26 y
se cuantifico el efecto en la proliferacion en st. 30, sin embargo, ninguno de
los dos transgenes produjo cambios en el nimero de células pH3 positivas
(Tabla 13 y Fig. 65E). Por tanto, la regulacién de la via de Wnt sobre la
proliferacion de los PNR se produce durante el desarrollo temprano del ojo,

antes del st. 26.

3.7. La via de sefalizacion de Wnt regula el ciclo celular de
los progenitores neurales de la retina durante el desarrollo

temprano através de CcnD1.

Tras el estudio de los procesos de diferenciacién, apoptosis y
proliferacion de los PNR, se ha visto que la via de sefializacién de Wnt esta
participando en la regulacion de los tres procesos, lo que podria parecer
una contradiccion. Sin embargo, una explicacion podria ser que Wnt
estuviese regulando un proceso que a su vez regulase la proliferacion,
apoptosis y diferenciacién. En la retina de vertebrados se ha descrito que el
morfégeno Shh participa también en la regulacion de la proliferacion y
diferenciacion de los PNR a través de la regulacion de la cinética del ciclo
celular (Locker y cols., 2006). Por tanto, seria interesante estudiar si la via
de sefializacion de Wnt esté regulando el ciclo celular.

Para comprobar esta hipotesis se estudio el ciclo celular de los ojos
de embriones transgénicos mediante el uso de la tincion celular con Pl y
posterior analisis por citometria de flujo. En primer lugar, se analizé el efecto
de la via tempranamente, antes del st. 26. Para ello, los embriones
transgénicos HS-Wnt8 y HS-DNWnt8 o controles CAB fueron tratados con
HS en st. 17 y posteriormente se extrajeron los ojos en st. 22. Una vez
extraidos los ojos, sus células fueron disgregadas y procesadas para su

andlisis por citometria de flujo. La activacion de la via en st. 17, mediante la
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expresiéon de HS-Wnt8, produjo una disminucién en el porcentaje de células
en fase GO/G1 y un incremento en el porcentaje de células en fase S y fase
G2/M en los ojos de st. 22 (Tabla 14 y Fig. 66A, B). Estos resultados apoyan
los resultados previos con pH3 sobre proliferacién y, adicionalmente, indican
que la sobreexpresién de la sefalizacion de Wnt acelera la transicion de la
fase G1 a S, por lo que hay una acumulacién en las fases S y G2/M. Por
otra parte, la activacion de HS-DNWnt8 en st. 17, que inhibe la via de
sefializacion de Wnt, provocé un incremento en el porcentaje de células en
fase GO/G1 y una disminucion del porcentaje de células en fase S y G2/M
en st. 22 en comparacion con el control (Tabla 14 y Fig. 66A, B).

Tabla 14. Resultados obtenidos mediante el analisis de citometria
en el estudio de la via de sefalizacion de Wnt sobre el ciclo celular.
Los datos representan el porcentaje de células en cada fase del ciclo

celular. “n” es el numero de experimentos realizados para cada
condicién.

Control HS-Wnt8 HS-DNWnNt8

HS | Andlisis Fases Media <d n Media sd n Media sd n
st. st. (%) (%) (%)

GO0/G1 45,58 1,42 3 39,97 2,08 4 69,91 6,85 3
17 22 S 42,70 0,62 3 45,26 2,26 4 26,91 6,34 3

G2/M 11,72 1,08 3 14,77 0,73 4 6,51 1,82 3

G0/G1 45,68 0,84 3 49,71 951 3 48,19 574 3
26 30 S 50,98 0,90 3 47,40 854 3 49,63 6,01 3

G2/M 3,34 0,09 3 2,89 1,01 3 2,17 0,66 3

En segundo lugar, se analizo el efecto de los transgenes sobre la
via de sefializacion después del st. 26. En este caso, la activacién de estos
transgenes en st. 26 y posterior andlisis en st. 30 no provocé ningdn cambio
en la distribucién de células en las distintas fases del ciclo celular (Tabla 14
y Fig. 66C, D). De nuevo, estos resultados apoyan los descritos
previamente para el andlisis de pH3 y sugieren que durante el desarrollo de

la retina antes de st. 26, la sefializacion de Wnt es necesaria para la
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progresién del ciclo celular en la transicién de la fase G1 a S. Por tanto, la
sefializacion de Wnt regula la proliferacién de las células PNR durante el

desarrollo temprano del ojo.
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Fig. 66. La via de sefializacién de Wnt regula la transicion de la fase
Gl a S. (A, C) Histograma que muestra la distribucion del contenido de
Pl por citometria de flujo en células extraidas de ojos de embriones en
st. 22, tras el tratamiento de HS en st. 17 (A) o en células extraidas de
ojos de embriones en st. 30 tras el tratamiento de HS a st. 26 (C). (B, D)
Gréficas que representan el porcentaje de células en fase GO/G1, S y
G2/M de ojos de embriones en st. 22 tras HS en st. 17 (B) o a partir de
ojos de embriones en st. 30 tras HS en st. 26 (D). * p < 0,05; ** p < 0,01.
Los datos representan la media + sd (barra de error).

Tras observar que la via de Wnt regula el ciclo celular, se analizé el
efecto de la manipulacion de Wnt sobre la expresion de varias proteinas
reguladoras de distintas fases del ciclo celular. De este modo, mediante RT-
PCR, se analizaron los niveles de expresion de CcnD1, CcnA, Cdk2, Cdk4,
Cdk6, cdc25a y p53. El analisis mostré que soélo la expresion de CcnD1 se

vefa incrementada tras la activacion de HS-Wnt8 o disminuida tras la
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activacion de HS-DNWnt8 en st. 17 (Fig. 67A). Sin embargo, si la
modulacién de la via de Wnt se realizaba en el st. 26, no se detectaban
cambios en la expresion de ninguno de estos genes (Fig. 67B). Tras estos
resultados, se cuantificaron mediante gRT-PCR los cambios de expresion
de CcnD1, que regula la transicion de la fase G1 a S, y de CcnA, que regula

la transicion de G2 a M.
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Fig. 67. Wnt regula la expresiéon de CcnD1 durante el desarrollo
temprano del ojo. (A, B) Analisis por RT-PCR de la expresion de varios
genes implicados en la regulacion de diferentes fases del ciclo en st. 22
tras un tratamiento de HS en st. 17 (A) o en st. 30 tras un tratamiento de
HS en st. 26 (B). (C) Andlisis por gRT-PCR de la expresion de CcnD1 y
CcnA relativo a la expresion del control de Actina en ojos de embriones
de st. 22 tras un HS en st. 17, o andlisis en st. 30 tras el tratamiento de
HS en st. 26. * p < 0,0001. Los datos representan la media + sd (barra
de error).

Como indicaban los resultados previos con RT-PCR, mediante qRT-
PCR se detectd que la activacion de HS-Wnt8 en st. 17 provocaba un
incremento en la expresion de CcnD1, pero no de CcnA en los ojos de st.
22. Ademas, la activacion de HS-DNWnt8 en st. 17 producia una
disminucién en la expresion de CcnD1 pero ningun cambio en la expresion

de CcnA. Por otro lado, no se detectaron cambios en la expresiéon de estos
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dos genes tras la activacion de HS-Wnt8 o HS-DNWnt8 en st. 26 y analisis
en st. 30. Por tanto, los resultados indican que la sefalizacion de Wnt regula
el ciclo celular de los PNR en estadios tempranos del desarrollo de la retina
(< st. 26) mediante la regulacion de la expresién de CcnD1 que actla en la

transicion de la fase G1 a S.

En resumen, la via de sefializacion de Wnt presenta dos funciones
distintas a lo largo del proceso de desarrollo de la retina. La funcion
temprana, antes de st. 26, consiste en la regulacion de la proliferacion de
los PNR, progresién del ciclo celular, apoptosis y diferenciacién de los tipos
celulares tempranos (CGR y células amacrinas). La funcién tardia de la via

de Wnt consiste en regular la diferenciacion de las células bipolares.
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DISCUSION

1. Regulacion de la proliferacion y diferenciacion
durante el desarrollo embrionario de los peces Medaka.

La utilizacion del pez Medaka como modelo para el estudio in vivo
del desarrollo aporta numerosas ventajas: gran numero de embriones
transparentes, desarrollo ex Utero, facil deteccion y manipulacion de la
expresion génica, mantenimiento relativamente econdmico y sencillo para
un vertebrado (ver apartado 2.1 en Introduccion para mas detalles). Todo
ello convierte a este vertebrado en un modelo ideal para investigar la
expresiéon y funcién de genes clave del desarrollo embrionario. En este
trabajo, hemos utilizado Medaka para abordar el estudio de la regulacién de
la pluripotencialidad y diferenciacion en distintos momentos del desarrollo.

En primer lugar, nos hemos centrado en el estudio de la expresién y
funcion de los genes Nanog y Oct4, lo que nos ha permitido validar el pez
Medaka como modelo para el estudio del proceso de pluripotencialidad in
vivo, complementando al modelo murino. Asi hemos aportado nuevos datos
sobre la funcion de Nanog in vivo. En segundo lugar, hemos analizado los
mecanismos de diferenciacion de los PN, centrdndonos en una de las
primeras estructuras del SNC que se diferencia durante el desarrollo
embrionario: el ojo. Concretamente, hemos investigado la funcion de la via
de Wnt sobre los PNR durante el desarrollo de la retina neural,

estableciendo diferentes funciones temporales para Wnt.

2. Control de genes de proliferacion y diferenciacién

durante el desarrollo embrionario temprano.

Anteriormente a este trabajo, el Unico modelo animal en el que se
podia estudiar la pluripotencialidad in vivo era el raton. La falta de otros
modelos se debia principalmente a la inexistencia de homélogos del gen
Nanog en otras especies y sugeria que la pluripotencialidad regulada por

Nanog, Oct4 y Sox2 era una caracteristica adquirida durante la evolucion
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s6lo por los mamiferos. En este trabajo hemos caracterizado
funcionalmente el gen Nanog en el pez Medaka tras haber sido identificada
Su secuencia en nuestro laboratorio. En primer lugar, hemos analizado el
patron de expresion del mRNA y de la proteina. Tras ello, hemos
demostrado que en embriones de peces el gen Nanog controla la
proliferacion de los blastdmeros, pero no su diferenciaciéon. Por ultimo,
hemos analizado la funciébn mas tardia de Nanog en la migracion de las
CPG, que son las Unicas células que mantienen la pluripotencialidad de una
generacion a otra. De esta manera, hemos introducido el pez Medaka como
un nuevo modelo animal en el que estudiar in vivo los mecanismos

moleculares que controlan la pluripotencialidad.

2.1. Expresion de Nanog y Oct4 durante el desarrollo
embrionario temprano de Medaka.

En este trabajo hemos descrito el patron de expresion génica y
proteica de Nanog y Oct4 en peces Medaka, dos genes claves en la
regulacion de la pluripotencialidad y la diferenciacion de las ESC (Nichols y
cols., 1998; Chambers y cols., 2003; Mitsui y cols., 2003; Torres y Watt,
2008).

En el pez Medaka, el mMRNA de Ol-Nanog y OI-Oct4 se detecta a lo
largo de todo el desarrollo embrionario aunque con distintos niveles. La
deteccion de estos mRNAs en el embrién de una célula y posteriores
estadios antes de la activacion del genoma zigético indica que estos
mMRNAs se heredan maternalmente. Esto explicaria la expresiéon de los
mMRNAs en los ovocitos en maduracién para su almacenamiento y posterior
uso tras la fecundacién. Sin embargo, el mRNA y la proteina también se
detectan en las espermatogonias, si bien el espermatozoide no aporta
informacion proteica o de mRNA al embrion. Por tanto, la expresion de Ol-
Oct4 y OI-Nanog, especialmente la expresion proteica, durante la

gametogénesis masculina y femenina parece indicar una funcién especifica
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relacionada con las SC de las génadas ademas de una funcion de deposito
de mRNA en el ovocito. Este resultado coincide con la expresion de Oct4
murino, que inicialmente se detecta en el ovocito sin fecundar y en el zigoto
(Yeom y cols., 1996) y la expresion de Spg/Pou2 en Zebrafish (Takeda y
cols., 1994). Sin embargo, la expresién de Mm-Nanog en ratén no se
hereda maternalmente, y el primer signo de mRNA se observa en el estadio
de moérula (Chambers y cols. 2003). Tras la fertilizacion del huevo, ambos
genes se expresan en todas las células del embrion durante la etapa de
segmentacién y en el estadio de moérula. Este patron de expresién, en el
caso de Ol-Oct4, es similar al descrito para Spg/Pou2 en Zebrafish (Takeda
y cols., 1994) y Mm-Oct4 (Yeom y cols., 1996).

Por otra parte, la expresiéon embrionaria temprana de las proteinas
Ol-Nanog y OI-Oct4 presenta un patrén nuclear en los blastomeros. Este
patrén es similar al patron nuclear de Nanog y Oct4 en los cultivos de ESC
de ratén, mono y humano (Hatano el al., 2005). La distribucion nuclear de
Ol-Nanog y OI-Oct4 también coincide con la descrita en embriones de ratén,
donde la proteina Mm-Nanog se detecta a partir del estadio de moérula
(Hatano el al.,, 2005) y Mm-Oct4 se expresa en embriones de todos los
estadios de division (Palmieri y cols., 1994), posteriormente, ambas
proteinas estan restringidas a la ICM en el blastocisto de ratén. La
localizacion nuclear de estas proteinas apoya su funcién como FT de unién
al DNA a través de sus dominios POU (Oct4) y HD (Nanog). Ademés, OlI-
Oct4 presenta un patron punteado en el citoplasma cuya funcién no ha sido

descrita.

2.2. Ol-Nanog regulala proliferacion a través de la transicion
de la fase de sintesis durante el desarrollo embrionario

temprano de Medaka.

El estudio de la funcion de Ol-Nanog in vivo durante el desarrollo

temprano de Medaka indica que Nanog juega un papel importante en la
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regulacion de la proliferacion de las ESC, y que esta funcion esta
conservada en los vertebrados (Chambers et al, 2007; Camp y cols., 2009;
Zhang y cols., 2009).

Mediante el andlisis de la proliferacion y el ciclo celular en los
embriones de Medaka deficientes en la proteina OI-Nanog, hemos
observado que estos embriones mostraban menor proliferacién y una
acumulacion de células en la fase S del ciclo celular. Estos resultados
sugieren que el control de la proliferacién de OI-Nanog se realiza en la
transicion de las células en la fase S, posiblemente a través de CcnA.

En los cultivos de ESC, la mayoria de las células se encuentran en
fase S, y solamente unas pocas en fase G1. La activacion del gen c-Myc
promueve la transicion de la fase G1 a S y permite que los cultivos de
mMESC se autorrenueven independientemente de la sefializacion de
LIF/Stat3 (Burdon y cols., 2002). Este efecto es similar al producido por la
sobreexpresion de Nanog en los cultivos de mESC (Mitsui y cols., 2003). De
hecho, c-Myc es uno de los factores necesarios, junto con Oct4, Klf4 y
Sox2, para la induccién de la pluripotencialidad en las células somaticas,
remarcandose asi la importancia de la regulacién del ciclo celular en la
troncalidad celular (Burdon y cols., 2002; Takahashi y cols., 2006 y 2007). El
laboratorio de Zhang y colaboradores (2009) han mostrado recientemente
que NANOG regula la transicion entre la fase G1 a S en hESC mediante la
regulacion directa de la expresién de CDC25A y CDK®6. Siguiendo esta linea
de resultados, nuestros experimentos de citometria de flujo en embriones
Medaka deficientes de OIl-Nanog mostraron un aumento en el nimero de
células en fase S y una disminucién en el nimero de células en fase G1.
Ademas, los resultados de gRT-PCR en estos embriones deficientes de Ol-
Nanog mostraron la disminucién de CchA, que es un gen implicado en la
progresion del ciclo celular a través de la fase S. En conjunto, ambos
resultados sugieren que en los embriones Medaka, OI-Nanog esta
regulando la transicion de la fase S, o la salida de esta fase (Fig. 68). Por

otra parte, los embriones inyectados con MO-Nanog mostraron una
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disminucién en la expresién de Smp, que regula el ciclo celular en el
embrién temprano (Thermes y cols., 2006) aportando més evidencias del
papel de OI-Nanog en el control del ciclo celular de los blastomeros
tempranos. Parece ser que el papel de Ol-Nanog en la regulacién del ciclo
celular puede ser complejo pues estarian implicadas varias proteinas
mediadoras directa o indirectamente. No obstante, el hecho de que en
humanos y Medaka la proteina Nanog esté implicada en la regulacion del
ciclo celular a nivel de la fase S (Camp y cols., 2009; Zhang y cols., 2009)
sugiere que Medaka es un modelo véalido para el estudio funcional de los
genes de pluripotencialidad in vivo.

c*rcmA x Fig. 68. Representacion esquematica
del ciclo celular mostrando la

funcién de OI-Nanog en el embrion

ﬁ temprano de Medaka. OI-Nanog
S regula la expresion de CcnA que a su
(.3\ vez regula la transicion de la fase S y

la salida de la fase S hacia fase G2.
/

Como consecuencia de este defecto en la regulacion del ciclo

celular, los embriones de Medaka deficientes para OI-Nanog no
completaban la epibolia. Su fenotipo corresponde a los defectos causados
por la disminucién de la proliferacién, con la formacién de una masa
desorganizada de células de gran tamafio. De la misma manera, la
eliminacion de Mm-Nanog en raton generaba embriones formados
completamente de tejidos extraembrionarios desorganizados sin epiblasto o
ectodermo extraembrionario (Mitsui y cols., 2003). Al igual que en Medaka,

el fenotipo de los ratones deficientes en Mm-Nanog podria ser una
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consecuencia de defectos en el proceso de proliferacion, de hecho, los
blastocistos provenientes de ratones nulos para Mm-Nanog no proliferan
(Mitsui y cols., 2003).

Por otro lado, cuando la ICM de mutantes nulos para Mm-Nanog se
cultivaba in vitro, se diferenciaba Unicamente hacia células similares al
endodermo parietal, por lo que presentaban un potencial limitado de
diferenciacion  (Mitsui y cols., 2003). Esta observacion difiere
significativamente con nuestros resultados en Medaka donde, a pesar de la
inhibicién de la proliferaciéon causada por la disminucion de OI-Nanog, la
diferenciacion inicial hacia las tres capas germinales embrionarias se
producia de manera normal en los embriones inyectados con MO-Nanog.
Esta diferencia puede deberse a la falta de sefiales embrionarias en el
medio de cultivo de los explantes de la ICM, que podria afectar al
comportamiento de las células deficientes de Nanog in vitro.

En Medaka, Ol-Nanog no regula la determinacién temprana del
linaje celular y por tanto, no parece estar implicado en la diferenciacién
celular. Sin embargo, tras la disminucion de OI-Nanog, observamos una
disminucién en la expresion de varios marcadores de regionalizacién, como
son Pax6, Pax2 y Shh. Este resultado indicaria un efecto de Ol-Nanog en la
regionalizacion del ectodermo neural y por tanto sobre la diferenciacion. Sin
embargo, estos marcadores son inducidos durante la regionalizacién neural,
gue depende de la interacciébn entre el mesodermo subyacente y el
ectodermo neural. En el caso de la falta de Nanog se producia un defecto
en la proliferacion que provocaba a su vez una deficiencia en el nimero de
células necesarias para que se dé una correcta migracion celular y
morfogénesis. Estos defectos podrian alterar las interacciones entre
mesodermo y ectodermo neural. Por ello, la inhibicion de la regionalizacién
neural podria ser debida indirectamente al defecto en la proliferacion
provocado por la falta de Nanog y no a un efecto directo sobre la

diferenciacion. Para conocer de manera exacta la funcion de OI-Nanog
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sobre la regionalizacion del ectodermo neural seran necesarios posteriores
estudios.

Muchas publicaciones sugieren un papel de Nanog en la
diferenciacion de las ESC de mamifero in vitro, particularmente las ESC de
ratén (Chambers y cols., 2003; Mitsui y cols., 2003; Boyer y cols., 2005;
Hyslop y cols., 2005; lvanova y cols., 2006; Loh y cols., 2006; Wang y cols.,
2006; Lavial y cols., 2007; Torres y Watt, 2008). Sin embargo, en Medaka,
la sobreexpresion de Ol-Nanog o la inhibicion de Ol-Nanog endégeno no
afectaban al proceso de diferenciacion de manera directa. Esta diferencia
entre los cultivos in vitro y nuestros resultados in vivo puede deberse a
varios factores, entre ellos las distintas condiciones de cultivo de las ESC in
vitro, ya que las consecuencias de manipular los niveles de expresion de
Nanog in vitro en las ESC varian dependiendo de los niveles de Nanog y de
las lineas de ESC utilizadas (Hatano y cols., 2005; Darr y cols., 2006;
Chambers y cols., 2007; Lavial y cols., 2007).

Por otra parte, los estudios in vitro también muestran que Nanog
puede ser completamente eliminado de las mESC sin eliminar la capacidad
de autorrenovacion y el potencial de diferenciacion de multilinaje. Ademas,
las quimeras creadas fusionando embriones normales de ratén con células
nulas de Mm-Nanog mostraban que las células deficientes para Nanog se
diferenciaban normalmente a todos los tejidos excepto en las goénadas
(Chambers y cols., 2007). Este ultimo dato obtenido en embriones de ratén
in vivo es fundamental, ya que demuestra que estas células mutantes para
Mm-Nanog son viables, pluripotentes y se comportan de manera normal en
un embrién salvaje. Por otra parte, estas células nulas para Mm-Nanog en
cultivo se expandian mas despacio que las células salvajes y mostraban
una reduccion en el nimero de las colonias de SC formadas (Chambers y
cols., 2007). Estas observaciones apoyan nuestros resultados en Medaka,
indicando que Nanog juega un papel importante en la regulacién de la
proliferacion in vivo y no esta implicado en el control de la diferenciacién

celular ni en raton ni en Medaka, apoyando la hipotesis de que en el caso
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de Nanog, los datos obtenidos in vitro no reflejan completamente su funcion
in vivo. De hecho, en cultivos de ESC humanas se ha demostrado también
que NANOG regula el ciclo celular (Zhang y cols., 2009). Sera interesante
comprobar la capacidad proliferativa de las células deficientes de Mm-
Nanog en los embriones quiméricos puesto que nuestros resultados
predicen que la capacidad proliferativa estard comprometida también in
Vvivo.

Previamente se ha propuesto que el estado basico de
pluripotencialidad puede ser logrado mediante la eliminacion de todas las
sefales inductoras del medio de los cultivos de mESC, lo que sugiere que
las mMESC poseen un programa innato de autorrenovacion (Ying y cols.,
2008). En este contexto in vitro, Nanog podria regular sélo la caracteristica
proliferativa del estado bésico de pluripotencialidad. In vivo, la funcion
biolégica que proponemos para Nanog durante el desarrollo embrionario
temprano consiste en la regulacion de la proliferacién celular, de manera

similar a lo que ocurre en las hESC en cultivo (Zhang y cols., 2009).

3. Regulacion de la pluripotencialidad y la
diferenciacién durante el desarrollo embrionario tardio y

adulto: Células del primordio germinal.

3.1. Expresion de Nanog y Oct4 durante el desarrollo

embrionario tardio de Medaka.

Ol-Nanog y OI-Oct4 se expresan a lo largo de todo el desarrollo
embrionario de Medaka, sin embargo, hemos detectado diferentes niveles
de expresion del mRNA mediante el uso de RT-PCR semicuantitativa. La
principal diferencia consiste en que mientras OI-Oct4 mantiene un nivel de
expresion muy similar en todos los estadios de desarrollo estudiados, la
expresion de OIl-Nanog decae a partir del st. 13 (estadio de gastrula

temprana) y no se recupera hasta que el embrién ha eclosionado. Debido a
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esta baja expresién de OI-Nanog a partir de st. 13, no pudimos estudiar la
distribucion de este gen mediante WMISH. Por otra parte, como los niveles
de expresion de OI-Oct4 se mantienen elevados durante todo el desarrollo
embrionario, se pudo realizar el estudio de la distribucion de mRNA
mediante WMISH a partir de los estadios de gastrulacion. De este modo, se
detectaron dos dominios de expresion del gen OI-Oct4 en distintos estadios
de desarrollo, uno en la zona central del cuerpo embrionario y el otro en la
punta posterior de embrion. Sin embargo, al contrario de lo que sucede con
el ortélogo de Zebrafish spg/pou2 y al igual que sucede en ratdon, en
Medaka no se detect6 expresion de OI-Oct4 en la region cerebral, lo que
sugiere que la expresion de spg/pou2 en el cerebro de Zebrafish no esta
conservada entre todos los peces teledsteos (Belting y cols., 2001) ni en
mamiferos y que puede ser una adquisicién evolutiva propia del linaje de
Zebrafish. Esto indica que algunas de las funciones de Oct4 pueden ser
diferentes entre Medaka y Zebrafish, cuyos linajes se ramificaron hace 320
millones de afios, muy tempranamente en la evolucion de los teledsteos
(Kasahara y cols., 2007).

Por otra parte, la expresion de las proteinas de Ol-Nanog y OI-Oct4
tras la neurulacion esta restringida a las CPG. Sin embargo, mientras que
Ol-Nanog se expresa en todas las CPG, OI-Oct4 sélo se expresa en las
CPG con morfologia ameboidea que no se encuentran en la posicion final
de formacion de las gbnadas, sugiriendo que OI-Oct4 se expresa en las
CPG en migracién. Por tanto, los genes Nanog y Oct4 se expresan en las
CPG de Medaka y otros vertebrados como el raton y el pollo (Pesce y cols.,
1998; Lavial y cols., 2007; Cafion y cols., 2006; *Sanchez-Sanchez y cols.,
2010), esto sugiere que estos genes pueden ser importantes en el
mantenimiento de la pluripotencialidad del linaje germinal, el cual puede ser
considerado como el Unico tipo celular que mantiene las propiedades de

pluripotencialidad de manera perpetua.
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3.2. Funcién de Nanog en el desarrollo de las células del

primordio germinal de Medaka.

La mayoria de genes implicados en el desarrollo embrionario suelen
ser reutilizados en varios procesos. Sin embargo, la escasez de modelos
animales en los que estudiar las funciones de Nanog in vivo ha provocado
gue la mayoria de estudios se centren en sus funciones in vitro. Tras la
caracterizacion inicial de sus funciones tempranas en el embrién, decidimos
abordar el papel que podria tener Nanog durante el desarrollo embrionario
tardio.

Tras las etapas iniciales del desarrollo embrionario, se conocia muy
poco sobre las funciones que Nanog puede tener en el desarrollo de las
CPG vy la biologia de las goénadas. Tal y como hemos mencionado
anteriormente, experimentos realizados en ratones mostraban que las
quimeras formadas por la implantacion de ESC nulas para Nanog en
embriones de tipo salvaje se desarrollaban normalmente. En estos ratones
quiméricos, las células Nanog " se detectaban en todos los tejidos excepto
en las células germinales de las gonadas, indicando que Nanog es
necesario para el desarrollo del tejido gonadal en ratones (Chambers y
cols., 2007).

Puesto que Ol-Nanog se expresa en las CPG de Medaka, decidimos
analizar la funcién que desempefia Ol-Nanog en el desarrollo de las CPG in
vivo. Para ello realizamos experimentos de GDF y PDF de OI-Nanog en
embriones de Medaka. Para evitar los efectos tempranos sobre la
proliferacion y la letalidad asociada a este fenotipo temprano de falta de
funcién de OI-Nanog, inyectamos el MO de OI-Nanog en una célula del
embrién de 4-8 células. De esta forma, sélo una parte del embrion era
deficiente para Ol-Nanog (méaximo un 25 %) y se generaba el equivalente a
una quimera de ratdon con un embrion formado por células normales y
células deficientes para Ol-Nanog. Los resultados mostraban que en estos

embriones las CPG deficientes para Ol-Nanog presentaban una migracion
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anormal. Estos embriones tenian inhibida la expresion del gen Cxcrdb en
las CPG, que es el receptor de la quimioquina Sdfl y juega un papel
importante en la migracion de las CPG en Medaka (Fig. 69; Herpin y cols.,
2008), Zebrafish y raton (Doitsidou y cols., 2002; Ara y cols., 2003;
Molyneaux y cols., 2003). Ademas, mediante el experimento de ChIP
pudimos comprobar que OI-Nanog se unia a la regién reguladora de
Cxcrd4b, lo que sugiere que Ol-Nanog regula de manera directa la expresion
de Cxcr4b. De hecho, el defecto de migracién provocado por el MO de OI-
Nanog se rescataba completamente por la coinyeccion del mRNA de
Cxcr4b, indicando que este gen no sélo esta regulado por Ol-Nanog, sino
que ademas es necesario para mediar la funcién de OI-Nanog en la

regulaciéon de la migracién de las CPG. Sin embargo, la coinfeccion del

Ol-Nanog

Cxcr4b

“wocop [Sdita

Fig. 69. OI-Nanog regula la expresion de Cxcr4b durante la
migracién de las CPG de Medaka. En la primera fase de migracién las
CPG, que expresan Cxcrdb, migran hacia la zona marginal del embrién
en respuesta a la quimioquina Sdfla. Nuestros resultados indican que
Ol-Nanog regula la expresion de Cxcrdb en las CPG, por lo que la
inhibicion de Ol-Nanog produce un fenotipo anormal de migracion de las
CPG. En el dibujo, las flechas indican la direccién de migracién de las
CPG en un embrién de st. 15 (gastrula media), y la ampliacion muestra
la relacion entre Ol-Nanog y Cxcrdb en una CPG. Dibujo adaptado de
Kinoshita y cols. (2009).
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ligando Sdfla con el MO de OIl-Nanog no era suficiente para rescatar el
fenotipo, destacando la especificidad de la relacién OI-Nanog/Cxcr4db. Por
tanto, utilizando el modelo de Medaka hemos descrito el papel de Nanog en
la regulacion de la migracion de las CPG y hemos caracterizado parte de la
cascada molecular por la que regula este proceso a través de la regulacion
del gen Cxcr4b.

El papel que hemos descrito para Ol-Nanog en la migracién de las
CPG de Medaka podria aplicarse al modelo murino para explicar el fenotipo
observado en las quimeras de raton. Tal y como hemos introducido
anteriormente, en quimeras murinas las ESC nulas para Nanog contribuian
a todos los tejidos adultos, excepto a las génadas. Segun nuestro modelo,
las ESC Nanog " serfan capaces de diferenciarse hacia CPG, sin embargo,
estas CPG no podrian migrar a los sitios de diferenciacion de las gonadas
provocando el fenotipo ya descrito.

Ademéas de Nanog, Oct4 también se expresa en las CPG de
Medaka y otros vertebrados (Pesce y cols., 1998; Lavial y cols., 2007;
Cafion y cols., 2006; Camp y cols., 2009; *Sanchez-Sanchez y cols., 2010).
En ratones, la eliminacion de Oct4 en las CPG deterioraba su
mantenimiento y conducia a la esterilidad parcial o total de los adultos sin
presentar ningun fenotipo evidente. En estos ratones, las hembras eran
estériles, pero los machos presentaban variabilidad en su grado de
esterilidad (Kehler y cols., 2004). Por tanto, los dos factores de transcripcion
Oct4 y Nanog, necesarios para el mantenimiento de la pluripotencialidad,
son necesarios también para el mantenimiento de las CPG y el desarrollo
de las gbnadas. Ya que las CPG son las células encargadas de mantener y
transmitir a la descendencia las caracteristicas de pluripotencialidad, es
interesante comprobar que los mismos genes que regulan la
pluripotencialidad estan implicados también en la regulacion de la biologia
de las CPG.
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3.3. Expresién de Ol-Nanog y OI-Oct4 en las goénadas

adultas.

Muchos genes de pluripotencialidad se expresan en las génadas en
desarrollo de los vertebrados, como es el caso de Nanog en raton y pollo
(Mitsui y cols., 2003; Chambers y cols., 2003; Cafién y cols., 2006; Lavial y
cols., 2007) y Oct4 en humano y ratén (Pesce y cols., 1998; Anderson y
cols., 2007).

En este estudio, hemos demostrado que en el pez Medaka, Ol-
Nanog y OI-Oct4 se expresan en las génadas de machos y hembras. Sin
embargo, no esta claro qué funcion realizan estas proteinas en las gonadas.

Como se ha indicado en el apartado anterior, en los embriones
quiméricos de raton, las células nulas para Nanog nunca contribuian a las
gbnadas adultas, lo que apoya la asignacién de un papel de Nanog en el
desarrollo de la linea germinal (Chambers y cols., 2007). Ademas, las CPG
humanas mantienen la expresion de NANOG en un pequefio porcentaje de
células en el testiculo fetal (Kerr y cols., 2008) y NANOG también se
expresa en los tumores de las células germinales humanas (Hart y cols.,
2005). En los ovarios de Medaka, la expresion del gen y la proteina de Ol-
Nanog se localiza en los ovocitos previtelogénicos, pero cuando maduran la
sefial disminuye y es indetectable en los ovocitos vitelogénicos. Por otra
parte, en los testiculos de Medaka, la expresion del gen OI-Nanog se
detecta en el nicleo de las células de la periferia, donde se localizan las
espermatogonias. Esta expresién de OI-Nanog en las células germinales
tempranas de las génadas es similar a la expresidon que presenta en las
go6nadas en desarrollo de raton y pollo, aunque tampoco en estos modelos
esta descrita la funcién que tiene en las gonadas (Yamaguchi S. y cols.,
2005; Lavial y cols., 2007).

Es interesante indicar que la expresion de la proteina de Ol-Nanog
se detecta en el ndcleo de las células periféricas donde se localizan las

espermatogonias y en el citoplasma de células que se distribuyen en cistos,
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donde sucede la espermatogénesis en Medaka. Esta distribucion de la
proteina podria indicar una funcién en el mantenimiento de las SC adultas
de la génada masculina y femenina, ya que la expresion se pierde segin
maduran los precursores gaméticos. Por otro lado, el patron de expresion
de OI-Nanog en las gonadas adultas de Medaka también es similar al
observado para el gen Olvas, el homélogo de Vasa, que se expresa
especificamente en las CPG y es necesario para el desarrollo de la génada
(Shinomiya y cols., 2000). Por lo tanto, el patron de expresion del gen y de
la proteina Ol-Nanog en las génadas masculinas y femeninas podria sugerir
un papel especifico para Ol-Nanog en el mantenimiento de las SC adultas
de las gbénadas a partir de las que se diferencian los gametos.

La expresion de OI-Oct4 en las génadas de Medaka también se
localiza mayoritariamente en las células germinales tempranas. En el ovario,
Ol-Oct4 se detecta en los ovocitos previtelogénicos, al igual que Ol-Nanog,
pero también se expresa en las células periféricas y se detecta concentrado
en el plasma germinal de los ovocitos. El plasma germinal es una
aglomeraciéon de organulos y estructuras subcelulares (aparato de Golgi,
mitocondrias, citoesqueleto) que se detecta en los ovocitos. Una vez
fecundado, las células que hereden el plasma germinal seran las que se
diferencien en CPG. Por tanto, la expresion de Oct4 en este organulo puede
estar relacionada con la determinacion posterior de las CPG.

Por otro lado, en el testiculo, OI-Oct4 se expresa en las células de la
periferia donde se localizan las espermatogonias. Este patrén de expresion
en Medaka (*Sanchez-Sanchez y cols., 2010) es similar al patron de
expresion en los gametos en desarrollo de las gonadas masculinas y
femeninas de ratén (Pesce y cols., 1998). En ratdn, Mm-Oct4 se expresa en
las espermatogonias tipo A del testiculo, que son las mas indiferenciadas
(Pesce y cols., 1998) y es necesario para la autorrenovacion de las
espermatogonias (Dann y cols., 2008). El patrén de expresién de la proteina
en los testiculos y los ovarios sugiere que OI-Oct4 desempefia un papel

durante la maduracién de gametos mas alla de la simple acumulacién de
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mMRNA y proteina materna para su uso temprano por el embrién. De hecho,
en ratones, la inactivacion condicional de Mm-Oct4 en las CPG provoca un
fenotipo de esterilidad en los ratones adultos, donde las hembras tienen
pocos foliculos primordiales y los machos presentan una desaparicion total
o parcial de las espermatogonias (Kehler, y cols., 2004). Ademas, Mm-Oct4
regula la competencia para el desarrollo de los ovocitos de ratén, lo que
indica que Mm-Oct4 tiene un papel funcional en la maduracién de gametos
(Zuccaotti y cols., 2008).

En resumen, en este trabajo de investigacién, hemos caracterizado
la expresion génica y de proteina de Ol-Nanog y OI-Oct4 en Medaka a lo
largo del desarrollo embrionario y en las génadas adultas, mostrando que
son similares a los descritos en mamiferos (Fig. 70). Hemos analizado la
funcion del gen OI-Nanog in vivo durante el desarrollo embrionario de
Medaka, tanto en estadios tempranos como tardios durante el desarrollo de
las CPG. Tempranamente en el embrion de Medaka, Ol-Nanog regula la
proliferacion a través de la regulacion de la transicion o salida de la fase S
del ciclo celular, de manera similar al descrito en ESC humanas in vitro
(Zhang y cols., 2009). En estos estadios tempranos, Ol-Nanog no regula la
determinacion del linaje celular de Medaka in vivo, lo que contrasta con los
resultados descritos en cultivos de ESC in vitro (Chambers y cols., 2003;
Mitsui y cols., 2003; Boyer y cols., 2005; Hyslop y cols., 2005; Ivanova y
cols., 2006; Loh y cols., 2006; Wang y cols., 2006; Lavial y cols., 2007), pero
esta en consonancia con los resultados obtenidos in vivo en raton
(Chambers y cols., 2007) y destaca la necesidad de realizar mas estudios in
vivo en distintos organismos para entender las funciones bioldgicas del gen.
Finalmente, en estadios més tardios, a partir de la gastrulacién, Ol-Nanog
regula de manera directa la migracién de las CPG a través del gen Cxcr4b.
Este resultado enlaza el mantenimiento de la pluripotencialidad durante el

desarrollo temprano del embrién con el desarrollo de las CPG.
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Fig. 70. Expresion de Nanog y Oct4 durante el desarrollo de
Medaka y raton. El ciclo totipotente esta indicado con la flecha circular.
Las células y tejidos que expresan Oct4 (Palmieri y cols., 1994; Yeom y
cols., 1996; Pesce y cols., 1998; ®Sanchez-Sanchez y cols., 2010) o
Nanog (Chambers y cols., 2003; Hatano y cols., 2005; Yamaguchi S. y
cols., 2005; Camp y cols., 2009) estan recuadradas, en color azul donde
se ha detectado la expresion de mRNA y en color verde donde se ha
detectado la expresion de la proteina. La expresion de los dos genes en
ambos organismos es muy similar, aunque Nanog en ratén no se

expresa hasta el estadio de mérula.

4. Diferenciacion durante el

tardio: el sistema nervioso central.

desarrollo embrionario

Uno de los procesos mas importantes en el desarrollo embrionario

es la diferenciacion celular. Los progenitores embrionarios sin diferenciar

reciben las sefiales del entorno en el que se encuentran para dirigir su

diferenciacion. Uno de los primeros érganos en diferenciarse en el SNC es

el ojo. La formacion de la vesicula optica es la primera estructura
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claramente diferenciada del tubo neural, alrededor del cual se orquestara el
posterior desarrollo del embrion. Este proceso es particularmente llamativo
en los embriones de peces teledsteos que son transparentes y se puede
seguir el proceso in vivo observando el embrién a través de una lupa.
Ademas, por su interés bioldgico y terapéutico, el ojo es una estructura
ampliamente estudiada y bien descrita. Por todo ello, decidimos centrarnos
en esta estructura para estudiar algunos de los mecanismos de
diferenciacion de los progenitores embrionarios en su entorno natural: el
embrién. Una de las posibles vias de sefializacién implicadas en el
desarrollo de la retina neural es la via de Wnt, por lo que en este trabajo nos
hemos centrado en describir las funciones que desempefia esta via en la
retina de Medaka.

4.1. La via de sefalizacion de Wnt tiene diferentes funciones

temporales durante el desarrollo de la retina.

Hemos realizado un andlisis detallado de la via de sefializacion de
Wnt durante la diferenciacién de la retina. Este andlisis ha englobado dos
puntos de manera simultanea:

1) Andlisis funcional: hemos utilizado GDF y PDF de la via
utilizando embriones transgénicos combinado con la activacion
farmacolégica de la via para confirmar los fenotipos obtenidos.

2) Analisis temporal: la activacion o la inhibicion de la via de Wnt ha
sido condicional para poder analizar los efectos producidos en distintos

estadios del desarrollo embrionario del ojo.

En este analisis hemos identificado dos funciones temporales
distintas de la via de Wnt en el desarrollo de la retina. Nuestros resultados
muestran por primera vez que la sefializacion de Wnt tiene un papel en la
regulacion de la progresion del ciclo celular en las células PNR durante las

primeras etapas de desarrollo del ojo (entre st. 17 y 26; Fig. 71A; ®Sanchez-
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Sanchez y cols., 2010). Esta regulacion sobre el ciclo celular estd mediada
por el gen CcnD1. En trabajos previos, Cayouette y colaboradores (2006)
propusieron que la salida del ciclo celular podria regular la diferenciacién de
la retina al menos en estadios tempranos. Basandonos en esta hipétesis, la
regulacion del ciclo celular por la via de Wnt provocaria los cambios
observados tras la modificacion de la via en los procesos de proliferacion,
apoptosis y la expresion de Ath5 y Prox1. Es decir, la activacion de Wnt
provocaria un ciclo celular mas rapido por lo que los procesos programados
de diferenciacion, proliferacién y apoptosis se producirian antes que en el
control. Complementariamente, una inhibicién de la via de Wnt provocaria
un ciclo celular mas lento y que los procesos programados se produjesen de
manera mas lenta que en el control, tal y como hemos observado. De esta
forma, se explicaria también la aparente contradiccion segun la cual, Wnt
activa al mismo tiempo la proliferacién y la apoptosis, dos procesos con
efectos contrarios sobre los progenitores. Nuestros resultados apoyan por
tanto el modelo que propone que la diferenciaciébn temprana de la retina
esta estrechamente vinculada a la progresion del ciclo celular.

Tras esta primera fase del desarrollo de la retina (después del st.
26), la via de sefalizacion de Wnt adquiere una funcién distinta que consiste
en la regulacion de la expresién de Vsx1 (Fig. 71B; "Sanchez-Sanchez y
cols., 2010). Durante esta etapa mas tardia, la via de sefializacion de Wnt
no afectaba a la expresion de genes que regulan la progresion del ciclo
celular y tampoco afectaba a la proliferacion, la apoptosis o la expresién de
Ath5, Prox1 y Rhod. Por tanto, Wnt adquiere una funcién tardia especifica
en la regulacion de Vsx1 durante la diferenciacion de los PNR (Fig. 71B). En
este modelo, la via de sefializacion de Wnt participa en el desarrollo de la
retina con dos funciones distintas, en una fase inicial regula la diferenciacién
celular dependiente del ciclo celular y en una fase posterior regula la

diferenciacion celular.

168



DISCUSION

A. Funcién de Wnt entre estadio 17 a 26

Control Sobreexpresion Inhibicién
de Wnt de Wnt
=
0.2
2] S 8-
0 £
O 5%
S a
S C +Wnt -Wnt
(@]
o c
£ 50
g
04 St
g
g
C +Wnt -Wnt

<

B. Funcion de Wnt después de estadio 26
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Fig. 71. Esquemas que representan las dos funciones de la via de
Wnt a lo largo de los distintos estadios de desarrollo. (A) Efecto
temprano de la via de Wnt sobre los PNR. En la situacién control, el
grupo de células proliferativas, representadas por un rombo,
incrementan inicialmente y luego decrece debido a la salida del ciclo
celular (flechas). La sobreexpresion de Wnt lleva a una aceleracion del
ciclo celular seguido de una salida prematura del ciclo celular.
Comparado con el control, hay un aumento en la poblacion de células
en proliferacion en los estadios tempranos. La inhibicién de Wnt provoca
el fenotipo contrario por lo que tempranamente la poblacién de células
en proliferaciéon es menor debido al ciclo de divisibn méas lento. (B)
Efecto tardio de la via de sefializacion de Wnt que regula la
diferenciacion de los PNR hacia células Vsx1 positivas.

En cuanto al mecanismo molecular que media esta accién de Whnt,

podemos decir que para obtener los animales transgénicos de expresion

condicional, hemos usado un miembro de la via canonica de Wnt, el gen

Wnt8, y un inhibidor especifico de la via candnica de Wnt, DNWnt8 (Hoppler
y cols., 1996, Itoh y Sokol, 1999; Tada y Smith, 2000). Ademas, tanto el LiCl
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como la indirubina actian inhibiendo a la enzima GSK3B, una quinasa
crucial en la transduccion de la cascada de sefalizacion de la via candnica
de Wnt (Osakada y cols., 2007) y apoyan los resultados obtenidos con los
transgenes. La activacion de Wnt8 o de DNWnt8 activaba o inhibia
respectivamente la expresion de Lefl, un coactivador de BCat, y la
expresion de Axin2, ambos genes son diana de la sefializacion canonica de
Wnt. Por otra parte, los fenotipos observados en el eje A-P inducidos por los
transgenes eran similares a los obtenidos tras la manipulacién de la via
canonica de Wnt (Erter y cols., 2001; Lekven y cols., 2001; Houart y cols.,
2002; Kudoh y cols. 2002). Estos datos apoyarian que las diferentes
funciones temporales de Wnt durante el desarrollo de la retina estan
mediadas por la via candnica.

Por otra parte, hay datos que sugerian que la via de Wnt podria no
ser funcional en la retina. La falta de actividad TOP-GFP (construccion
formada por 4 sitios de union de Tcf regulando la expresion del gen GFP) en
las primeras etapas de desarrollo de la retina del pez Zebrafish sugeria que
la sefializacion canénica de Wnt no esta activa en la retina (Dorsky vy cols.,
2002; Veien y cols., 2008). Sin embargo, al menos un miembro de la familia
Tcf, Tcf7, que juega un papel clave en la mediacion de la sefializacion
canénica de Wnt, se expresa en la retina de Zebrafish (Veien y cols., 2005)
y la sefializacion canonica de Wnt en el RPE es necesaria para que se
forme el patrén de la retina de manera correcta (Veien y cols., 2008). Es
mas, la activacion de Tcf en la retina del ratbn no se correlaciona con la
activaciéon de la construccion TOP-gal (que utiliza el mismo promotor
sintético que TOP-GFP), lo que indicaria que este promotor sintético (TOP)
podria no reflejar toda la sefializacion canonica de Wnt, especialmente una
posible sefializacion transitoria o dinamica como puede estar ocurriendo en
la retina (Fuhrmann y cols., 2009). A esto habria que afiadir que la proteina
GFP utilizada en la construccion TOP-GFP es una proteina desestabilizada
gue necesita de una expresion alta para ser detectada (Dorsky y cols.,
2002).
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Tal y como hemos mencionado anteriormente, el hecho de que la
via de Wnt regulase de la misma forma procesos a priori con efectos
opuestos, como son la proliferacibn y la apoptosis, puede parecer
contradictorio. Sin embargo, en X. laevis se ha demostrado que, durante el
desarrollo de la retina, Shh también regula multiples procesos de desarrollo
a través de una regulacion directa de la cinética del ciclo celular, donde
actla acelerando el ciclo celular y aumentando la diferenciacién de las
células PNR (Locker y cols., 2006). De manera similar, la accién simultanea
de Wnt puede explicarse por la participacién de la sefializacién de Wnt en la
regulacion de la cinética del ciclo celular. Nuestros resultados sugieren que
entre el st. 17 y 26 del desarrollo embrionario de Medaka, la sefalizacion de
Whnt regula la transicién del ciclo celular a través de la fase G1, mediante la
regulacion de la expresion del gen CcnD1 (Fig. 72). Esta hip6tesis esta en
concordancia con los datos descritos previamente en otros laboratorios que
muestran como la sefializacion de Wnt regula CcnD1 en células de
carcinoma de colon para controlar la proliferacion (Shtutman y cols., 1999;
Tetsu y McCormick, 1999).

Fig. 72. Representacion
‘-?'\ esquematica del ciclo
. celular mostrando la funcion
['-\ de la via candénica de Wnt en
v el desarrollo inicial de la
m G y retina de Medaka. La via de
Wnt regula la expresion de
CcnD1 que a su vez regula la

transicion de la fase G1.

Otra posible explicacion a la regulacion simultanea de la
proliferacion y apoptosis por Wnt podria basarse en un mecanismo de
compensacion mutuo. Es decir, un aumento de la proliferacion provocaria
un aumento de la apoptosis y viceversa con la finalidad de mantener el

namero de células de la retina. Sin embargo, hemos observado que ambos
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procesos responden a la sefializacion de Wnt simultaneamente. Por otro
lado, cualquier cambio introducido por Wnt es posteriormente compensado
para que la retina mantenga su proporcionalidad y tamafio. Este mecanismo
de compensacién puede estar asociado a la unién entre ciclo celular y
diferenciacion. De esta manera, al aumentar la velocidad del ciclo
aumentaria el numero de células diferenciadas, pero hasta el limite
impuesto por la programacion interna. Es decir, una vez diferenciadas un
numero determinado de células, no se diferenciarian més hasta la siguiente
fase de diferenciacion.

El papel que describimos sobre la via de sefializacién de Wnt en la
proliferacion y la diferenciacion en Medaka parece discrepar con las
publicaciones previas sobre la manipulacién de la expresion de GCat en el
modelo de ratén. En ratones, la BCat se ha vinculado a la laminacion de la
retina, pero no a la neurogénesis o la proliferacion (Fu y cols., 2006). La
eliminacién de la BCat en las células donde se expresa Six3 causa una
desorganizacién grave de la retina central. Sin embargo, experimentos en
ratbn han demostrado que la actividad TOP-gal se mantiene incluso en
ausencia de BCat (Fuhrmann y cols., 2009), sugiriendo que BCat puede no
ser necesaria para la activacion de algunos componentes de la via Whnt.
Ademas, los defectos inducidos por la manipulaciéon de BCat, que es un
componente tardio de la cascada de transduccion de la sefializacion de
Wnt, pueden ser distintos a los inducidos por la manipulacién de la
expresion de los genes Wnt, que estan sujetos a la modulacion
postranscripcional de su concentracion y efectos. Ademas, este fenotipo
murino de defectos en la laminacién de la retina puede estar provocado por
la falta de BCat como elemento estructural mas que por su funciéon como
transductor de la sefial Wnt.

Los resultados que hemos obtenido en relacién a la regulacion del
ciclo celular por la via de Wnt son consistentes con estudios anteriores in
vitro donde se describe que, en cultivos de retinas, Wnt3a promueve la

proliferacion de los PNR (Das y cols., 2006; Inoue y cols., 2006; Osakada y
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cols., 2007). Ademas, la microinyeccion de BCat en embriones de Xenopus
y de Zebrafish promueve la proliferacion en la retina (Van Raay y cols.,
2005; Yamaguchi M. y cols., 2005). En explantes de retina de pollo,
inicialmente las publicaciones sugirieron que Wnt2b soélo controla la
proliferacion (Kubo y cols., 2003, 2005). Sin embargo, estas publicaciones
han sido rebatidas por otro estudio in vivo méas reciente que demuestra que
Wnt2b sdlo esté implicado en la determinacion del destino de las células de
la retina periférica (Cho y Cepko, 2006). Los resultados que presentamos
sugieren que el principal motivo de las discrepancias entre estas
publicaciones puede ser las etapas en que se modificod la sefalizaciéon de
Wnt, lo cual puede alterar significativamente la respuesta de las células
PNR debido a las distintas funciones temporales que presenta la via de Wnt
en la retina. Ademas, la hip6tesis de que la sefializacion de Wnt controla la
cinética del ciclo celular podria explicar los resultados observados en la
proliferacion de explantes de retina (Kubo y cols., 2003, 2005), puesto que
la sefializacion de Wnt reduciria la duracién del ciclo celular en las retinas

explantadas, aumentando asi la proliferacion.

Finalmente, es interesante indicar que la sefializacion de Wnt
también juega un papel en la proliferacién en la retina postnatal. En los
renacuajos de Xenopus, la sefializaciébn de Wnt esti activa en la ZMC y
controla la proliferaciéon de las RSC (Denayer y cols., 2008). El papel que
juega la via de sefializacién de Wnt regulando la proliferacion de las RSC
postnatal es similar a la funcién inicial que hemos descrito durante el
desarrollo embrionario de la retina de Medaka. Sin embargo, como las SC
tienen una capacidad de proliferacion indefinida, la aceleracion de la
cinética del ciclo celular debida a la sefalizacion de Wnt no encuentra
ningun programa de desarrollo adicional que detenga la proliferacién, por lo
gue ésta se mantiene. Seria interesante analizar la presencia de posibles
efectos sobre las RSC causado por la sefializaciéon de Wnt en este contexto

postembrionario.
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La ciencia puede descubrir lo que es cierto,
pero no lo que es bueno, justo y humano.
Marcus Jacobson

CONCLUSIONES
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Las conclusiones de este trabajo se enumeran a continuacion:

1. En este trabajo hemos descrito por primera vez el patréon de
expresién génica y proteica de Nanog y Oct4 en peces Medaka. El
mMRNA de ambos genes se expresa a lo largo de todo el desarrollo
embrionario, incluyendo las primeras etapas de desarrollo, por lo que se
heredan maternalmente. Por otra parte, la expresion embrionaria temprana
de las proteinas Ol-Nanog y OI-Oct4 en los blastomeros presenta un patron
nuclear, acorde con la funciéon que desempefian como FT. Estos patrones
de expresién son similares al ratén en el caso de OI-Oct4, sin embargo, la
expresién de Nanog en ratén se detecta a partir del estadio de morula,
mientras que OI-Nanog se detecta a lo largo de todo el desarrollo

embrionario.

2. La funcién de OI-Nanog durante el desarrollo embrionario temprano
de Medaka consiste en regular la proliferacion celular. Para ello, Ol-
Nanog controla la transicién de la fase de sintesis en el ciclo celular a través
de la regulacién de la expresion de la CcnA. Ademas, Ol-Nanog no es

necesario para la diferenciacion temprana de las hojas embrionarias.

3. En conjunto, la descripcion del patron de expresién de Ol-Nanog y
Ol-Oct4, asi como la funcion de OIl-Nanog en el desarrollo embrionario
temprano de Medaka ha permitido validar este animal como modelo para el

estudio del proceso de pluripotencialidad.

4. El uso de Medaka como animal modelo nos ha permitido estudiar la
funcién que desempefia Nanog in vivo en etapas mas tardias del desarrollo
embrionario, concretamente en la biologia de las CPG. OI-Nanog se
expresa en las CPG de Medaka para regular su migracion. Para ello, OlI-
Nanog regula de manera directa la expresion del gen Cxcrdb, que es el

receptor en las CPG de la quimioquina Sdfla. Ademas, el fenotipo de
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migracion anormal de las CPG en los embriones deficientes en Ol-Nanog es
rescatada por la expresion exégena en las CPG de Cxcr4b, lo que indica
que el efecto de Nanog sobre la migracién de las CPG esta mediado por
Cxcr4b.

5. En Medaka adulto, la expresion de Ol-Nanog y OI-Oct4 se detecta
en las gonadas de machos y hembras. Tanto sus mRNA como sus
proteinas se localizan mayoritariamente en las células germinales
tempranas de las génadas, que son los ovocitos previtelogénicos y las
espermatogonias. Ademas, la proteina de OI-Oct4 se detecta en el plasma

germinal de los ovocitos.

6. El estudio tardio de la funcién de la via de Wnt sobre los PNR
durante el desarrollo de la retina neural ha revelado dos funciones

temporales distintas para esta via:

- En los estadios tempranos de formacion del ojo (entre st.
17 y 26), Wnt regula la progresion del ciclo celular mediante la
regulacion del gen CcnD1. Por tanto, la desregulacion de la via de
Whnt altera la cinética del ciclo celular, lo que modifica los procesos
de proliferacién, apoptosis y diferenciacion de los tipos neuronales

tempranos.

- Enlos estadios tardios del desarrollo de la retina (después
del st. 26), la via de sefializacion de Wnt regula de manera
especifica la expresion del gen Vsx1, que es un marcador de las

neuronas bipolares de la retina, sin regular el ciclo celular.
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Daria todo lo que sé
por la mitad de lo que ignoro.
René Descartes
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