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RESUMEN

La via de transducci6n de sefiales Wnt participa directamente en la definici6n del
+

patr6n antero-posterior del cerebro de vertebrados. En esta via, el ligando Wnt induce un

alza en los niveles citoplasmaticos de J3catenina al inhibir su prote61isis. El incremento

en los niveles de Bcatenina permite su translocaci6n al ndcleo donde funciona como un

co-activador al interactuar con factores de transcripci6n del tipo LeffTcf y asi,  activar

genes de respuesta a Wnt. En ausencia de Wnt, 1os Tcf interacthan con co-represores del

tipo  Groucho  y  CtBP  manteniendo  los  genes  de  respuesta  a Wnt reprimidos.  En pez

cebra se conoce el gen tcf3 como un componente importante de esta via.

En este trabajo hemos clonado fc/# de pez cebra y demostramos que se expresa

en  forma  de  rna  serie  de  variantes  de  procesamiento.  Las  regiones  reguladas  por

procesamiento altemativo corresponden a zonas de la protefna que interacthan con co-

represores.   Mediante  hibridaci6n  z.73  sz.fc/   observamos   que   Zc/4   es   expresado   en  el

territorio  neural  que  va  a  originar  el  cerebro  anterior  durante  el  estadio  de  n6urula.

Estudios  de RT-PCR muestran que la expresi6n de las variantes  de procesamiento  es

regulada a lo  largo  del  desarrollo  embrionario presentindose isoformas especificas  en

estadios cruciales para la especificaci6n del territorio neural.

Para  estudiar  la  funci6n  de  fc/4  en  el  establecimiento  del  1os  territorios  del

cerebro del pez recuITimos a experimentos de inhibici6n de la expresi6n de la protefna

mediante   oligonucle6tidos   antisentido   y   sobreexpresi6n   mRNA   de   variantes   de

procesamiento  especificas,  tanto  en  embriones  silvestres  como  en  mutantes  cig6ticos

feecrdJesLs/}c;Scz.  Los  resultados  de  estos  experimentos  sugieren  que  hay  al  menos  una
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variante  de  fc/4  que  tiene  ingerencia  en  la  definici6n  del patr6n  antero-posterior  del

cerebro del pez cebra.
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SUMh4ARY

Wnt signal transducion pathway participates in anterior to posterior in vertebrate

brain  patterning.  In this  pathway,  Wnt  ligand  induces  an  increase  in  citoplasmatical

levels of J3catenin by inhibiting its proteolisis. The increase in J}catenin levels drives it's

translocation to the nuclei where it interacts with Lef;/Tcf transcription factors working

as a co-activator, enhancing Wnt responsive genes. In absence of the Wnt ligand, Tcf's

interact  with  Groucho   and  CtBP   co-repressors,  keeping  Wnt  down  stream  genes

repressed. Zebrafish fcfi is known as a key player in this signal transduction pathway.

We report the cloning of zebrafish Zc/¥ and demonstrate that it is expressed as

several splice variant isoforms. The alternative exons codify regions of the protein that

interact with co-repressors. In situ hybridisation analysis shows that Jc/# is expressed in

prospective forebrain territory during tailbud stage.  Through RT-PCR experiments we

demonstrate  that  tcf4  splice  variant  expression  is  regulated  throughout  development

displaying specific isoforms in stages where neural patterning is established.

In  order  to  address  fc/4  function  in  early  brain  patterning  in  zebrafish  we

performed    moapholino    antisense    knock    down    and    specific    isororm    mRNA

overexpression experiments,  in wild type and zygotic feecz/dJesLs/Zcflcz mutant embryos.

Our results suggest that there is at least one fc/# isoform that participates in anterior to

posterior brain patterning in zebrafish embryo.
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INTRODUCCION

1. Especificaci6n antero-posterior del cerebro.

El cerebro  de un vertebrado  adulto  esta compuesto por neuronas agrupadas  en

estructuras anat6micas de diversa arquitectura celular, que presentan distintas funciones

y  que,  en  su  conjunto,  se  asocian  para  generar  un  proceso  cognitivo  completo.  Si

comparamos el cerebro de distintas especies, en todos se encuentran areas homologables

en   anatomia   y   funci6n,   a   pesar   de   que   en   su   tamafio,   distribuci6n   y   aspecto

macrosc6pico pueden parecer muy distintos. A pesar de estas diferencias  en el estado

adulto,  al  observar los  tejidos  embrionarios  de  los  cuales  el  cerebro  se  diferencia,  1os

vertebrados   de   distintas   especies   presentan   la   misma   estructura   y   organizaci6n

morfol6gica. Temprano en el desarrollo, en el ectodermo neural que origina el sistema

nervioso, se pueden reconocer cuatro dominios de anterior a posterior:  cerebro anterior

®rosc6ncefalo)    que    origina   el   telenc6falo,    ojos    y    dienc6falo;    cerebro   medio

(mescenc6falo)  que se  diferencia al tectum;  cerebro posterior (romboenc6falo)  que da

origen al cerebelo, oido, nervios craneales, puente y bulbo; y, por tiltimo, m6dula espinal

(Figura  1).  El proceso por el  cual  el tejido  ectod6rmico,  en apariencia homog6neo,  se

diferencia a las distintas regiones  antero-posteriores del sistema nervioso  es un evento

fundamental del desarrollo embrionario y es el t6pico que abordamos en esta tesis.

El proceso de diferenciaci6n antero-posterior del ectodermo neural ha sido sujeto

de  una  serie  de  estudios  en  diversos  organismos,  siendo  el  modelo  de  inducci6n  y

transformaci6n del neuroectodermo ampliamente aceptado (Nieuwkoop y Nigtevecht,



Figura 1.  Esquema del tubo neural en el desarrollo embrionario.

1954). Este modelo plantea que en las primeras etapas del establecimiento del territorio

neural,  el ectodermo es  "inducido" a una diferenciaci6n con caracter neural  anterior,

especfficamente proscencefflico, y que luego factores posteriorizantes "transforman" los

tejidos  caudales  a  las  distintas  regiones  del  sistema  nervioso.  Diversas  lfneas  de

investigaci6n ban revelado que las vfas de transducci6n Wnt, FGF, nodal, BMP y del

acido retin6ico son capaces de ejercer la funci6n posteriorizante del neuroectodermo

(Cox y Hemmati-Brivanlou,  1995; Blumberg  y  col.,  1997;  Kiecker y  Niehrs, 2001a;

Kudoh y col., 2002).

En base a evidencia molecular y gen6tica (Bouwmeester y col.,  1996; Glinka y

col.,1998;  Piccolo  y  col.,  1999;  Kim y  col.,  2000;  Heisenberg  y  col.,  2001;  van  de

Water y col., 2cO1; Houart y col., 2002; I,agutin y col., 2cO3, Satoh y col., 2004), se ha

determinado que el cerebro anterior es especificado mediante la inhibici6n local de la via

WrLt. Las protefnas Sfap (Secreted frizzled-related protein., Boowmeester y cot., 1996..

Piccolo y col.,  1997;  Houart y col., 2002) funcionan  evitando la uni6n de Wnt a su

receptor.  Por otro lado Dickkopf (Dkk) inhibe directamente la via Wnt mediando la
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intemalizaci6n del receptor de Wnt (Glinka et al.,  1997; Mao y col., 2001a; Mao y col.,

2002). En el embri6n esto ocurre por la secreci6n de Dkk y Sfrp's   desde el mesodermo

precordal  (bajo  el  cerebro  anterior)  y  desde  el  margen  anterior  del  neuroectodermo

(frente al cerebro anterior), respectivamente. La inhibici6n local de Wnt evitaria que el

cerebro entero se posteriorice, manteniendo las regiones anteriores del neuroectodermo

libres de actividad Wnt.

Se ha establecido que el proceso de especificaci6n del cerebro anterior es posible

gracias    a    tres    eventos    embriol6gicos:     1.    expresi6n    restringida    de    mol6culas

posteriorizantes, 2.  expresi6n restringida de antagonistas de mol6culas posteriorizantes,

y  3.  movimientos  celulares  que  alejan  el  territorio  proscencefflico  presuntivo  de  la

influencia  de  factores posteriorizantes  (Foley y  Stem,  2001;  Wilson y Houart,  2004).

Luego de la especificaci6n general del territorio prosencefflico las vias Hedgehog, FGF,

BMP,  Nodal  y  nuevamente  Wnt  participan  en  la  definici6n  de  sus  sub-territorios

(Wilson y Rubenstein, 2000; Wilson y Houart, 2004).

2. Via de transducci6n de sefiales Wnt.

La via de transducci6n de sefiales Wnt, denominada asi por el ligando secretado

Wnt, participa en la diferenciaci6n de diversos tejidos desde el desarrollo temprano asi

como  tambi6n  en  la  organog6nesis  y  proliferaci6n  de  c61ulas  troncales  de  metazoos

(Logan  y  Nusse,  2004).  Los  Wnt  son  una  familia  de  glico-proteinas  palmitoiladas

(Willert  y  col.,  2003)  que  funcionan  como  morfogenos,  es  decir  que  luego  de  ser

secretadas   son  capaces   de   inducir  distintas  respuestas   celulares   en  funci6n  de   la

concentraci6n de ligando a la cual son expuestas las c61ulas (Zecca y col.,1996; Cadigan
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y col.,  1998;  Strigini y Cohen 2000; Kiecker y Niehrs, 2001; Nordstrom y col., 2002).

Sin    embargo,    un   gradiente    de   Wnt   s61o    ha   sido    constatado    en   Drosapfoz./cz,

pemianeciendo adn en duda si es que tambi6n funciona asi en vertebrados (Zecca y col.,

1996;  Cadigan y col.,  1998;  Strigini y Cohen 2000).  Se ha demostrado que los Wnt se

encuentran asociados a membrana y que su secreci6n no implica la simple difusi6n de la

proteina, sino que 6sta seria transportada por transcitosis mediada por argosomas (Greco

y  col.,  2001)  o  asociada  a proteoglicanes  de heparin  sulfato  en la matriz  extracelular

(Lin y Perrimon,1999; Tsuda y col.,1999; Lin y Perrimon, 2000; Baeg y col., 2001).

La via Wnt can6nica funciona en la diferenciaci6n, especificaci6n y proliferaci6n

de c61ulas regulando los niveles de la transcripci6n de genes blanco. En un modelo muy

simplificado  el  eje  receptor heterodimero  Frizzled(Fzd)thRP,  J3catenina y  factores  de

transcripci6n  del tipo  Let/Tcf son las piezas  fundamentales  en la via de  sefializaci6n

(Figura 2). El resto de las proteinas involucradas en la via de alguna forma participan

regulando en forma positiva o negativa estos tres elementos base (Logan y Nusse, 2004).

Cuando   las   c61ulas   no   estin   expuestas   a   Wnt   (Figura   2a),   1os   niveles

citoplasmaticos  de J}-catenina  se mantienen bajos por un estricto  control mediado por

degradaci6n en el proteosoma. La fosforilaci6n de J3-catenina por parte de CKIch (Amit

y col.,  2002;  Liu y col.,  2002;  Yanagawa   y col.,  2002) y GSK-3J3  (Yost y col.,  1996;

Behrens y col.,  1998) es promovida por un sistema de andamiaje formado por APC y

Axina  que  permite  la  interacci6n  de  las  quinasas  con  J3catenina  (Hart  y  col.,  1998;

Kishida y col.,1998). J}catenina fosforilada es reconocida por J3-Trcp, el que la destina a
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Figura 2. Representaci6n de la via Wnt (adaptado de Logan y Nusse, 2cO4).

ubiquitinaci6n y posterior degradaci6n en el proteosoma (Aberle y col.,  199'7; Latres y

col.,  1999;  Lui  y  col.,  1999).  A  baja  concentraci6n  de  Bcatenina,  los  factores  de

transcripci6n LefITcf interaccionan con moduladores de cromatina, Groucho y CtBP,

que  funcionan  como  co-represores  reclutando  histona  deacetilasas  que  mantienen

condensada la cromatina, reprimiendo asf los genes rfo abajo de Wnt (Brannon y col.,

1997; Cavallo y col., 1998; Rosse y col., 1998; Chen y col., 1999; Brantjes y col., 2001).

Aun no esta claro c6mo el complejo receptor Fzd/LRP unido a Wnt transduce la

sefial n'o abajo, sin embargo, hay una serie de antecedentes que ban permitido plantear

un  modelo  de  trabajo  (Figura  2b).  Cuando  las  proteinas  Wnt  interaccionan  con  el
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heterodimero receptor Fzd/LRP (Bhanot y col.,  1996; Pinson y col., 2000; Tamai y col.,

2000;  Wehrli  y  col.,  2000)  ocurre  la  fosforilaci6n  de  la  proteina  Dishevelled  (Dsh)

(Yanagawa   y col.,  1995) y de LRP  (Tamai y col., 2004).  Se ha demostrado  que Dsh

interacciona con el segmento intracelular de Fzd (Chen y col., 2003; Wong y col., 2003)

y que esta regi6n de la proteina es necesaria para la transducci6n de la sefial (Umbhauer

y col., 2000). La interacci6n de Wnt con el receptor tambi6n promueve la translocaci6n

de  Axina  a  la  membrana  plasmatica,  1a  que  a  su  vez  interacciona  con  la  regi6n

intracelular de LRP  (Mao y col., 2001b;  Tolwinski y col.,  2003).  Axina y Dsh poseen

dominios DIX por los  cuales  se ha postulado  que pueden conformar un heterodimero

(Itoh y  col.,  2000).  La fosforilaci6n de Dsh se ha relacionado  con la inhibici6n de  la

actividad quinasa de GSK-3 (Yanagawa  'y col.,  1995), sin embargo, esto podria deberse

a  que  la translocaci6n  de Axina  a  la membrana plasmatica  desarma  el  complejo  que

permite la fosforilaci6n de J3catenina y, por ende, evita su ubiquitinaci6n. En resumen, el

modelo plantea que la uni6n de Wnt a su receptor incide en la translocaci6n de Axina a

la membrana plasmatica en un proceso  mediado por Dsh.  La redistribuci6n de Axina

evitaria el ensamblaje del complejo que permite la fosforilaci6n de J3catenina y por ende

su   ubiquitinaci6n   (Logan   y  Nusse,   2004).   Esto   explicaria   por   qu6   1a   respuesta

estereotipada de una activaci6n de la vf a Wnt es la desfosforilaci6n y el aumento de los

niveles  citoplasmaticos  y  nucleares  de  J}catenina  (Miller  y  Moon,  1997;  Cox  y  col.,

1999; Tolwinski y Wieschaus, 2004).

Se  ha  encontrado  que  la  via  Wnt  esta  activada  constitutivamente  en  muchas

formas  de  cancer en que se ha estudiado,  siendo  la mas  frecuente  el  cancer de  colon

(Giles y col., 2003). Es muy relevante para el mecanismo de la via el hecho de que en
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ninguno  de  los  casos  resulta  ser  una  mutaci6n  en  la  proteina  Wnt  la  que  causa  la

patologia,  sino  que  en  J}catenina,  APC  y  en  algunos  casos  Axina,  1as  tiltimas  dos

funcionando como mediadoras en el proceso de ubiquitinaci6n de J3catenina. Mutaciones

en estas proteinas inciden en un aumento de los niveles citoplasmaticos y nucleares de

J}catenina,   1o   que  en  definitiva  se  traduce  en  una  transactivaci6n  constitutiva  del

complejo Bcatenina-LefyTcf (Korinek y col.,1997; Morin y col.,1997; Rubinfeld y col.,

1997) y por consiguiente la regulaci6n positiva de genes blanco de Wnt como Ciclina D

y c-Myc (He y col.,  1998; Tetsu y Mccormick,1999).

Al aumentar sus niveles citoplasmaticos, J3catenina entra al ndcleo en un proceso

mediado  por  Pygopus  y  Legless  (Townsley  y  col.,  2004).  Una  vez  en  el  ndcleo,

Bcatenina   interacciona   con   las   proteinas   Left/Tcf  revirtiendo   la   represi6n   de   la

transcripci6n y activando los genes de respuesta a Wnt (Behrens y col.,  1996; Molenaar

y col.,  1996;  van de Wetering y col.,  1997).  Para esto, J}catenina media la interacci6n

entre  los  factores  de  transcripci6n  LeffTcf y  los  coactivadores  de  la  transcripci6n

CBP/p300 (Hecht y col., 2000; Takemaru y Moon, 2000) y Brg-1  (Barker y col., 2001).

Ambos  co-activadores  interaccionan  con  la  regi6n  carboxilo  terminal  de  J3catenina  y

modifican   la   estructura   de   la   cromatina,   CBP/p300   acetilando   histonas   y   Brg-1

remodelando la cromatina como parte del complejo SWI/SNF (Barker y col., 2001). Esta

misma regi6n de J3catenina interacciona con TATA box Binding Protein (TBP), 1o que

pemite el anclaje del complejo regulador a la maquinaria de transcripci6n (Hecht y col.,

1999). De este modo,1as proteinas LeflTcf participan como un nexo entre la maquinaria

de transcripci6n y los promotores de los genes blanco de regulaci6n, funcionando como
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un interruptor transcripcional, el que en ausencia de Wnt reprime y en presencia de Wnt

activa genes (Hurlstone y Clevers, 2002).

3. Factores de transcripci6n LeflTcf.

Los factores de transcripci6n LefyTcf (Lymphoid enhancer factor/T-cell factor)

participan  en  la tiltima  etapa  de  la via Wnt  can6nica y  su uni6n  como  mon6mero  a

determinados  promotores  define  qu6  genes  serin  activados.  El primer  factor  que  fue

identificado, Lef-1, regula la expresi6n del gen de respuesta inmune TCRlor (Travis y

col.,  1991;  Waterman y col.,  1991).  A la fecha,  1a familia LeflTcf en vertebrados esta

compuesta por  cuatro  miembros:  Lef-1,  Tcf-1,  Tcf-3  y  Tcf-4;  siendo  las  regiones  de

interacci6n con J3catenina,  Gro/TIC y DNA el comtin denominador en todos  (Figura 3;

Hurlstone y Clevers, 2002).

Las cuatro proteinas comparten una zona casi id6ntica de interacci6n con DNA

(HMG box)  que une  la  secuencia consenso  "AGATCAAAGGG",  1o  que  sugiere  que

todos  tienen  el  potencial  para regular  los  mismos  genes  (Giese  y  col.,  1991;  van  de

Wetering y col.,1991; van Beest y col., 2000). Las proteinas Let/Tcf no son capaces de

modular la transcripci6n por si solos, sino mediante su interacci6n con co-activadores y

co-represores   (Hurlstone  y  Clevers,  2002).  Asi,  la  trans-activaci6n  de  genes  va  a

depender de la interacci6n con J}catenina y la trans-represi6n, de su interacci6n con los

co-represores Gro/TIC y CtBP.
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Figura 3. Esquema de las regiones de las proteinas Lef/Tcf.  Representados en

rojo, regi6n de uni6n a J3catenina;  verde, regi6n de interacci6n con DNA;  azul,  sitios

CRARF;  amarillo,  sitios de interacci6n con CtBP. Barra sobre esquema de proteinas

indica la zona de interacci6n con groucho.

I.a actividad del complejo Bcatenina-LefITcf es regulada negativamente por NLK

(Nemo Like Kinase), una MAP2K que inhibe su uni6n a DNA mediante fosforilaci6n

directa de LefITcf (Ishitani y col„ 1999; Ishitani y col., 2003).  Las protefnas Chibby e 1-

cat  tambi6n  inhiben  el  complejo  de  transactivaci6n  evitando  la  interacci6n  entre

Bcatenina y LefITcf al generar un impedimento est6rico por uni6n directa a Bcatenina

(Figura  2;  Tago  y  col.,  2000;  Daniels  y  Weis,  2cO2;  Takemaru  y  col.,  2003).  Este

mecanismo  podrfa impedir que Bcatenina active la transcripci6n  de  genes  a niveles

basales  de  actividad  de  la  via  Wnt.  El  rat6n  KO  de  I-cat  presenta  un  fenotipo

caracterfstico de embriones con activaci6n constitutiva de la via Wnt en tejidos en que la

via esta normalmente reprimida (Satoh y col., 2004). Por otro lado, se ha observado que

Wnt-1  puede  activar  la  via  Talkl/NLK  usando  una  rama  altemativa  a  la  via  Wnt
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can6nica.  Esto  podia  representar  un  mecanismo  de  retroalimentaci6n  negativo  para

contrarrestar la activaci6n de Wnt y modular la intensidad o temporalidad de la respuesta

a Wnt (Smit y col., 2004).

La participaci6n de la via Wnt can6nica en distintos programas de diferenciaci6n

implica que debe existir una forma en que la sefial es destinada a activar la transcripci6n

de  grupos  de  genes  especificos  para  determinadas  funciones  celulares.  Los  factores

Let/Tcf interaccionan con la misma secuencia de DNA,  sin embargo, tambi6n poseen

variantes  transcripcionales  producto  del  uso  altemativo  de  promotores  y  exones  que

generan proteinas que carecen de regiones esenciales para su funci6n. Por ejemplo, Lef-

1 y Tcf-1 pueden usar un inicio de la transcripci6n altemativo que da origen a variantes

de estos genes sin el domino de interacci6n con J3catenina (van de Wetering y col.,1996;

Hovanes y col.,  2000).  Estas  variantes  funcionan antagonizando  la actividad de Wnt,

manteniendo un estado de represi6n constitutivo. Mediante el procesamiento altemativo

de mRNA,  1os  genes  Tcf-1  y Tcf-4 pueden excluir secuencias  que  codifican para las

regiones CRARF, de interacci6n con CtBP y, en teoria, gro/tle (van de Wetering y col.,

1996; Duval y col., 2000; Young y col., 2002). Las secuencias CRARF y de interacci6n

con CtBP se encuentran en el extremo  carboxilo terminal de estos Tcf (Figura 3). Un

evento de procesamiento altemativo en la regi6n 3'  de sus mRNA genera dos tipos de

variantes con codones de t6rmino de la transcripci6n prematuros, por lo que Tcf-1 y -4

pueden presentar variantes cortas, medianas y largas, siendo estas tiltimas las iinicas que

poseen  el  dominio  CRARF  y  de  interacci6n  con  CtBP.  Esta  region  de  los  Tcf ha

mostrado ser importante en la discriminaci6n de ciertos promotores y, por lo tanto es una

forma de regulaci6n que incide directamente en la seleci6n de  distintos programas  de
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diferenciaci6n (Atcha y col., 2003; Hecht y Stemmler, 2003; Valenta y col., 2003). Se ha

establecido  que  la zona  comprendida  entre  el  dominio  de  interacci6n con J3catenina y

DNA es capaz de unir los co-represores Gro/TIC a todos los LeffTcf descritos (Figura 3;

Cavallo y col.,1998; Roose y col.,1998; Brantjes y col., 2001). En esta misma regi6n se

ha observado que Tcf-1 y Tcf-4 presentan exones altemativos,1o que podria incidir en la

expresi6n de variantes que no pueden interactuar con proteinas Gro/TIC.  Sin embargo,

faltan estudios funcionales y de interacci6n proteina-proteina que avalen esta hip6tesis

(van de Wetering y col.,1996; Duval y col., 2000; Young y col., 2002).

Los LeffTcf son el riltimo punto susceptible a regulaci6n en la via Wnt can6nica,

y por esta raz6n, toda la informaci6n producto de la modulaci6n negativa y positiva por

parte de factores y vias de transducci6n de sefiales paralelas, sera finalmente procesada a

nivel  transcripcional.  Entender  c6mo  operan  los  factores  LeffTcf para  discriminar  y

regular la transcripci6n de  distintos  grupos  de genes  es  fundamental para dilucidar la

forma  en  que  las  c61ulas  intelpretan  la  inducci6n por parte  de  las  proteinas  Wnt ya

descritas.

4. Via Wnt y desarrollo del cerebro anterior en pez cebra y otros modelos.

a. Pez cebra (Dcz7?i.o 7`erz.o) como modelo embriol6gico.

El  pez   cebra   es   un   modelo   ya   consolidado   en   el   estudio   del   desarrollo

embrionario  por  las  ventajas  biol6gicas  y  gen6ticas  que  presenta  respecto  a  otros

modelos vertebrados. Exhibe un desarrollo embrionario extemo y rapido de cientos de

embriones   por   cruce    que   miden   aproximadamente    lmm,    1o    que   permite   la

microinyecci6n y  su  estudio  bajo una lupa de  disecci6n.  El hecho  de  que  sus tejidos
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embrionarios sean transparentes facilita la visualizaci6n por simple microscopia de todos

los  tipos   celulares  sin  la  necesidad  de  hacer  cortes   o   disecciones.   En  61  se  han

desarrollado  las t6cnicas moleculares  de transg6nesis,  1o  que ha permitido  generar una

completa colecci6n de  lineas  que  expresan  GFP  bajo  el  control  de promotores  tejido

especificos.  El uso de peces transg6nicos combinado  con la translucidez de sus tejidos

ha permitido el estudio detallado del desarrollo morfol6gico del embri6n vivo mediante

microscopia de fluorescencia y confocal. El proyecto genoma del pez cebra esta cerca de

concluir y ya existe acceso a casi la totalidad de las secuencias gen6micas en bases de

datos priblicas, 1o que facilita el clonamiento de genes y secuencias reguladoras. Desde

el punto  de vista gen6tico,  el pez  cebra es  diploide,  caracteristica que ha permitido  el

desarrollo  de proyectos  de mutag6nesis  quimica y retroviral  a gran escala (Driever y

col.,  1996, Haffter y col.,  1996, Amsterdam y col.,  1999). Estos proyectos ham generado

una colecci6n de mutantes de genes esenciales en procesos morfol6gicos y celulares que

participan en el desarrollo embrionario. En particular los mutantes masterblind/czxz.7cJ y

headless/fc#cz  han  aportado  valiosa  informaci6n  al  estudio  de  la  especificaci6n  del

cerebro anterior a trav6s de la via Wnt (Kin y col., 2000; Heisenberg y col., 2001; van

de Water y col., 2001).

b. Via Wnt y el desarrollo del cerebro anterior.

Durante la gastrulaci6n el neuroectodermo presenta dos territorios separados por

el limite entre el cerebro medio y posterior. La parte anterior de estas zonas va a dar

origen al prosenc6falo y mesenc6falo, y la regi6n posterior al romboenc6falo y la m6dula

espinal (Figura 1; Wurst y Bally-Cuif, 2001; Kudoh y col., 2002). Este primer bosquejo

del  neuroectodermo  es  establecido  por  antagonistas  de  la  via  Wnt  que  permiten  la
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especificaci6n  de  la mitad anterior del territorio  (Kudoh y  col.,  2002).  Luego,  ambos

territorios van a ser reespecificados para generar las divisiones finales de los territorios

del  sistema nervioso,  proceso  en el  que participan las vias  Wnt, Nodal, Hedgehog,  y

FGF  (Wurst  y  Bally-Cuif,  2001;  Wilson  y  Houart,  2004).  Se  ha  propuesto  que  la

secreci6n local de Wnt desde el 1imite entre el cerebro medio y posterior participa en la

diferenciaci6n del mesenc6falo y que el prosenc6falo es especificado por mol6culas que

antagonizan  estos  Wnt,  tal  como  en las primeras  etapas  de  la inducci6n neural, pero

ahora a nivel local (Stem, 2001 ; Wilson y Houart, 2004).

El tratamiento de embriones de una serie de especies con cloruro de litio genera

dramaticos efectos sobre su desarrollo (Kao y Elinson,  1988;  Stachel y col.,  1993). En

los embriones tratados con cloruro de litio luego de iniciada la gastrulaci6n, se observan

alteraciones en la diferenciaci6n de regiones del cerebro, especificamente desaparece el

telenc6falo y los  ojos  a expensas  del  dienc6falo,  fenotipo  similar al  que  se  observa al

sobreexpresar el mRI`IA de wnt8 (Figura 4; Fredieu y col.,1997; Kim y col., 2002).

El   litio   inhibe   la   actividad   de   Gsk3J3   y   como   consecuencia  provoca  una

activaci6n constitutiva de la via Wnt al evitar la fosforilaci6n y posterior degradaci6n de

J3catenina, situaci6n analoga a la activaci6n de la via por parte de su ligando (Hedgepeth

y  col.,   1997;  Klein  y  Melton,   1996).  Este  fue  uno  de  los  primeros  indicios  que

relacionaron la especificaci6n del cerebro anterior con una inhibici6n local de la via Wnt

y tambi6n explica la necesidad de inhibir localmente su actividad mediante antagonistas

para la diferenciaci6n de esta regi6n del cerebro.
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Figura 4. Comparaci6n de embri6n de pez cebra silvestre y mutante 77tczsfe7.a/z.7cd.

a. Embri6n de pez cebra, 48 hpf. 8. Embri6n mutante #zczsferd/z.73d de fenotipo similar a

embriones tratados con cloruro de litio o sobreexpresi6n de wnt8b. Adaptado de van de

Water y col. (2001).

La  fuente  de  las  mol6culas  antagonistas  de  Wnt  es  el  mesodermo  precordal

ubicado bajo el neuroectodermo anterior al final de la gastrulaci6n, y el margen anterior

del neuroectodermo (Kazanskaya y col., 2000; Kiecker y Niehrs, 2000; Houart y col.,

2002; Wilson y Houart, 2004). El tejido analogo al mesodermo precordal en rat6n es el

AVE  (anterior  visceral  endoderm)  y  los  mutantes  que  carecen  de  este  tejido  son

incapaces  de  especificar  el  cerebro  anterior  (Foley  y  Stem,  2001;  Wilson  y  Houart,

2004).  El  mesodermo  precordal  expresa  el  gen  cJfrk  que  codifica  para  una  proteina

secretada   que   interactha   con   las   mol6culas   de   trams-membrana   Kermen   y   LRP,

promoviendo  su intemalizaci6n y asf inhibiendo  la via Wnt al evitar la formaci6n del

complejo receptor Fzd/LRP (Glinka y col.,  1998; Mao y col., 2001a; Mao y col, 2002).

La inhibici6n de Dkk mediante  anticueapos  especificos  genera embriones  de  fenotipo

ciclope  y  carente   de  telenc6falo   (Kazanskaya  y   col.,   2000).   Por  el   contrario,   la

sobreexpresi6n de Dkk en embriones provoca un aulnento del tamafio del telenc6falo y

ojos   (Kazanskaya  y  col.,  2000;   Shinaya  y  col.,  2000).   Resulta  interesante  que  la
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aparici6n  de  una  cabeza  con  un  cerebro  anterior  elaborado  y  ojos  bilaterales  en  la

evoluci6n  de  los  cordados  es  contemporinea  a  la  del  mesodermo  precordal,  1o  que

sugiere que este tejido es requisito para la generaci6n de la "cabeza modema" (Gans y

Northcutt,1983).

El margen anterior del ectodermo neural ha demostrado  ser importante para la

especificaci6n del proscenc6falo ya que en ausencia de este tejido los embriones carecen

de telenc6falo y ojos (Shiamura y Rubenstein,1997; Houart y col.,1998). Transplantes

de este grupo celular son capaces de inducir un cambio en el destino de diferenciaci6n

celular  desde  dienc6falo  a telenc6falo,  1o  que  sugiere propiedades  antag6nicas  a  Wnt

(Houart y col,  1998). Ademas, se identific6 tlcl  como una proteina de la familia SFRP

que   se   expresa  en  este  tejido  y  que  da  cuenta  de  todas   sus  propiedades   en  la

especificaci6n del cerebro anterior (Houart y col., 2002).

En  el  embri6n  mutante  de  J7?czsfe7'b/I.7zd  /773b/J  no  se  especifica  el  telenc6falo  y

ojos, territorios que son eliminados a expensas del dienc6falo y mesenc6falo, tal como

ocurre  al  sobreexpresar  14;7cf8b  o  en  tratamientos  con  litio  (Heisenberg  y  col.,  1996;

Masai y col.,  1997). El mutante 77cb/ presenta una mutaci6n puntual en el gen axinal que

evita  la  interacci6n  entre  Axina  y  el  complejo  de  fosforilaci6n  de  J3catenina,  1o  que

genera un incremento  de los niveles  de Bcatenina,  efecto  analogable a una activaci6n

constitutiva de la via Wnt (Heisenberg y col.,  2001;  van de Water y col.,  2001).  Este

mismo  tipo  de  fenotipo  se  observa  en ratones  KO para los  genes  z.-cczf y sz.x3,  siendo

ambos genes reguladores negativos de la actividad de Wnt (Lagutin y col., 2003; Satoh y

col., 2004).
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El  mismo  fenotipo  de  ausencia  de  telenc6falo  y  ojos  ocurre  en  los  mutantes

matemo-cig6ticos de fee¢d/es£/Zc;#cz (77zzfedJ; Kim y col., 2000). La interpretaci6n de este

fenotipo no es tan directa como en los otros mutantes descritos, ya que los Tcf funcionan

como  activadores  o  represores  de  la  via  dependiendo  de  la  actividad  de  Wnt  y,

finalmente,  de  la  concentraci6n  celular  de  J3catenina.  El  fenotipo  de  este  mutante  da

cuenta  de  que  en ausencia de Tcf habria transcripci6n de  genes  rio  abajo  de Wnt en

territorios donde nomalmente la via se encuentra inactiva. De esto se concluye que la

funci6n  represora  de  Tcf en  ausencia  de  actividad  Wnt  es  necesaria  para  mantener

activamente reprimidos los genes regulados por Wnt y que la ausencia de la actividad de

Wnt no es suficiente para evitar la transcripci6n de estos genes. Sin embargo, no es claro

cuinto  de este fenotipo  es  debido  a alteraciones  en el mesodermo, ya que el mutante

cig6tico  de  fed/  (zfedD  no  presenta  fenotipo  alguno  (Kim  y  col.,  2000).  En  rat6n,  el

mutante  de  Zc;¢  no  es  viable producto  de  fallas  en  la especificaci6n  dorsoventral  del

mesodermo  (Merrill  y  col.,  2004).  En  el  mutante  #zz%cZ/  1a  ausencia  de  componente

matema podria incidir en una variaci6n sutil en el patr6n dorsoventral del mesodermo, 1o

que  se  reflejaria  en  un  efecto  profundo  sobre  la  especificaci6n  antero-posterior  del

cerebro en embriones 77cz¢c7J. Lo anterior implicaria que, probablemente, 1a componente

matema del /c#a es suficiente para evitar un fenotipo mas profundo en embriones zhdl,

cosa que no ha sido estudiada en profundidad. Por otro lado, existe la posibilidad de que

otros tcf como  fc/I  o  fc/Z expresados en el cerebro respalden la funci6n de Zc#  en el

mutante z%d/, evitando que se genere un fenotipo mas profundo (Cho y Dressier,  1998;

Koing y col., 2000; Roel y col., 2003).
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En base a estos antecedentes proponemos la siguiente hip6tesis:

La acci6n de distintos Tcf en combinaci6n es necesaria para la correcta especificaci6n

del cerebro anterior de pez cebra (D4!#z.o rerz.o).

Los objetivos son:

1. Clonar el factor de transcripci6n tcf4 de pez cebra

2. Estudiar el patr6n de expresi6n de tcf4 en pez cebra

3. Estudiar la funci6n de tcf4 en el desarrollo del cerebro del pez cebra.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Material Biol6gico y Embriol6gico

En  el  desarrollo  de  los  experimentos  se utiliz6  embriones  de Dcz7cz.o  7ierz.o  ®ez

cebra) obtenidos mediante cruces espontineos. Los plasmidos utilizados se amplificaron

previa transformaci6n con golpe de calor en bacterias Escherz.chz.cz co/z. DH5or (Clontech)

y JM109 (Promega).

- Capilares para agrjas de microinyecci6n (Sutter)

-Pinzas de relojero Dumont N°5

Lista de Oligonucleotidos

TCF4-F1 -N (Para RACE 3 ')

5' CTG AAA GAG AGC GCA GCT ATC AAC  C 3'

TCF4-F2-N (Para RACE 3 ')

5' AAG GTG GCA CGC TCT GTC GCG AG 3 '

TCF4-R1-N (Para RACE 5')

5' TCT TTC AGT GTG CAC TCT GCC ACC 3'

TCF4-R2-N (Para RACE 5 ')

5' AAG CAT GAA CGC GTT CAG AGG TTT C 3 '

M13F

5' G TAA AAC GAC GGC CAG 3'
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M13R

5' CAG GAA ACA GCT ATG AC 3 '

Tcf-5'1F

5' CGT CTC CGG CTT CTG TCT CTG C 3'

Tcf-3'R2

5' GCG ACA GAC GTA CAG ACA GAC AG 3 '

Tcf4 5 'F2

5' TCA AAA CAGCTC TTC GGA TTC CGA G 3 '

Tcf4 F3

5 ' GCA ATG AGC ACT TCA CGC CTG G 3 '

Tcf4 F4

5' AGT GAC ATC GGA TCC CTC AAC AGC 3 '

Tcf4 3 'F 1

5' GAG GAG AGG GCA ATG AAC ACA G 3 '

Tcf4 F6

5'  CCG TCT TCG AAA GAG TCC AAA CCA C 3'

Reactivos de Biologia Molecular

- SP6, T3 y T7 RNA polimerasas (Roche)

- Taq polimerasa (Gibco/Life science)

- Expand Long Polymerase (Roche)

- Enzimas de restricci6n y T7 1igasa QTew England Biolabs)

- Kit de sintesis de mRNA SP6 y T7 (Ainbion)

- Columna RNA mini spin (Roche)

19



-Moxpholinos antisentido, Gene Tools

Mol Tcf4         5' C ACC ACC GTT CAG CTG CGG CAT TTT 3'

Mo2 Tcf4        5' TTA AAC CCT TGA TCT TGG TGT GAT C 3'

Mo2 Tcf3b      5' CAT GTT TAA CGT TAC GGG CTT GTC T 3'

-Marcador de peso molecular de DNA lkb (Promega)

- Marcador de masa de DNA EZ-Load (Biorad)

- Marcador de peso molecular de proteinas Rainbow (Amersham)

- Membranas de nylon para Westemblot (Roche)

- UTP-digoxigenina (Roche)

- UTP-fluoreesceina (Roche)

- Anticuerpo anti-digoxigenina (Roche)

- Anticuerpo anti-fluoresceina (Roche)

- mix NTprecIP Roche

-Rojo fenol (Sigma)

- BMBR-Blocking Reagent (Roche)

- ENA de t6rula (Sigma)

- Anticuerpo anti htcf4 N-20 (Santa Cruz Biotech)

- Anticuerpo anti gama tubulina (Sigma)

- Anticuelpo anti mouse IgG (Amersham)

- Anticueapo anti goat IgG (Santa Cruz Biotech)
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Soluciones

-MABT (acido maleico 100mM, Nacl 150mM, Tween 20 0,1°/o, pH 7,5)

- MABreMBR (BMBR 2% en MABT)

-Soluci6n AP (TRIS  100mM, Mgc12 50mM, Nac1100mM, Tween 20 0,1%, pH 9,5)

-PBST (PBS, tween 0,1%)

I Mezcla digoxigenina (ATP, GTP y CTP 2,5InM; UTP 1,625mM; UTP-dig 0,875)

-Mezcla fluoresceina (ATP, GTP y CTP 2,5mM; UTP 1,625inM; UTP-flu 0,875)

- Soluciones de lavado de sonda para hibridaci6n z.7c sz.Z#

1. Formamida 75%, SSC 2X, Tween 20 0,1°/o

2. Formamida 50%, SSC 2X, Tween 20 0,1°/o

3. Formamida 25%, SSC 2X, Tween 20 0,1%

4. SSC 2X, Tween 20 0,1°/o

5. SSC 0,2X, Tween 0,1%

- Tamp6n  de hibridaci6n  (Formamida 50%,  SSC  5X,  Heparina  50Hg/ml,  RNA torula

500LLg/ml, Tween20 0,1 %, acido citrico 0,092M)

-  Tamp6n  de  lisis  para  extracci6n  de  DNA  gen6mico  (TRIS  100mM  pH  8.0,  Nac1

100mM, EDTA 10mM, SDS 0,2%, Proteinasa K 200prg/ml)

-   Sample   Buffer  para   extracci6n   de   proteinas   (TRIS   62,5mM   pH6,8,   SDS   2%,

J3mercapto etanol 1%, Glycerol 1%, Azul de Bromofenol 0,01%)

-Ringers+ OTac1116mM, KC12,9mM, Cac121,8mM, Hepes 5mM, PMSF 0,3mM, pH

7,2)
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Lista de Plasmidos

Nombre

En3

F8f8

Fkd3

Fkd4

Irxl

Krox20

Nk2.1a

Pax2.1a

Rx3

Shh

Six3

Tlc

Tcf4

Tcf4-45L

Tcf4-4bL

Wntl

Wnt8b

Vector              Prop 6 sito

Sonda

PCSII                Sonda

Sonda

Sonda

BS (KS)             Sonda

Sonda

BS(KS)             Sonda

Sonda

B S(SK)             Sonda

Sonda

B S (SK)             S onda

BS(SK)

PSCII-MT

PSCII-MT

Sonda

Sonda

Sobreexpresi6n

Sobreexpresi6n

Sonda

Sonda
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Enzima Polimerasa

B amHI             T3

Xhol                 SP6

BamHI             T7

Xhol                 T3

BamHI             T7

Pstl                    T3

Sacl                   T3

B anHI            T7

Xbal                 T7

Ec ORI                T7

BamHI             T7

Xhol                 T7

Kpnl                 T3

Notl                  SP6

Notl                  SP6

EcoRI               SP6

HinDIII            SP6



METODOS

1 . Clonamiento del CDNA de tcf4 de Dcz7ez.o rerz.o.

Para el clonamiento de los extremos 5' y 3'  de ztcf4 se disefiaron los primers Tcf4-R1-

N, Tcf-R2-N y Tcf4-F1-N, Tcf4-F2-N respectivamente. En la primera ronda de PCR se

uso el mixl y usado el siguiente protocolo de amplificaci6n:

1. 2min. 94°C

2. 30seg. 94°C

3. 30seg. 62°C

4. 2 min. 72°C

5. Volver a paso 2. 30 veces

6. 20seg. 94°C

7. 7min. 72°C

Luego se realiz6 la segunda ronda de PCR usando el mix2 el mismo programa de PCR

que en la primera ronda pero subiendo la temperatura del paso 3. a 65°C y volviendo al

paso 2. 35 veces.

mixl

2,5Lll    Buffer lox

0,5HI    Universal primer mix

lprl       PrimersF2oR2aHM

0,5Ltl    dNTp mix l0nM

0,5LLI     Taq

o,75LLI  M8cl2  25inM

ILll       DNAgenoteca48 hpfRACE

17,75HI H20

23

mix2

5Lll       Bufferl0X

2Lll       Nesteduniversal primer l0HM

2LLI        PrimersFl oRl  al0prM

ILll       dNTpmixl0mM

lprl        Taq

1,5LLI    Mgc12  25mM

ILLI       DNAPCRprimeraronda

35,5LLI  H20



La totalidad del producto de PCR de la segunda ronda fue cargado en un gel de

agarosa al  10/o para luego  cortar trozo  que contiene la banda amplificada y limpiar el

DNA en una columna Quiaquick gel extraction (Quiagen). EI DNA eluido fue clonado

en  pCR2.1   mediante  un  kit  TA-cloning  de  Clontech  y  transformado  en  bacterias

competentes   DH5Ci,.   De   cada   transformaci6n   se   aisl6   20   colonias,   extrajo   DNA

plasmidial el  cual fue digerido con EcoRI para comprobar si contenian un inserto  del

tamafio esperado. Seis clones positivos por digesti6n fueron secuenciados por triplicado

por ambos lados del inserto con los partidores M13F y M13R.

En funci6n de las secuencias obtenidas y estudios de alineamiento contra la base

de datos NCBI se generaron partidores Tcf-5'-Fl y Tcf-3 'R2 para obtener clones con la

secuencia codificante  de  fc/#  completa.  Para  esto  se  amplific6  el DNA de  Zc/¥ a una

temperatura de hibridaci6n de 62°C, 30 ciclos, dos minutos de elongaci6n y se uso como

molde CDNA de pez cebra de 48hpf.  El producto  de PCR amplificado fue clonado al

igual que los fragmentos RACE.  Se aisl6 20 colonias,  extrajo DNA plasmidial el cual

fue  digerido  con EcoRI para comprobar si contenian un inserto  del tamafio  esperado.

Ocho  clones  positivos  fueron  secuenciados  por  triplicado  con  los  partidores  M13F,

M13R, Tcf4 5'F2, Tcf4 F3, Tcf4 F4, Tcf4 3'Fl y Tcf4 F6.

La   secuenciaci6n   muestra   que   todos   los   insertos   fueron   clonados   en   la   misma

orientaci6n segiin el siguiente esquema:

M13R Kp nl          Spel EcoR15'                                                             3' EcoRI         Notl         Xbal

Sacl          Bstxl

T7       M13F
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El fragmento Kpnl/Xhol de un cl6n de tcf4 que contiene el marco de lectura completo

fue subclonado en PBS(SK) para hacer sonda de mRNA.

2. Sintesis de Sonda para hibridaci6n z.7£ sz.jz{

Para  la  sintesis  de  sondas  se  incub6  1LLg  de  DNA  digerido  con  la  enzima  de

restricci6n correspondiente a 37°C en las siguentes condiciones:

2LLI  Transcription Buffer (Roche)

2Lll RNA polimerasa (T3, T7 o SP6)

8Ltl Mix Digoxigenina o Fluoresceina

1 lil DTT 0,1M

ILtg de DNA digerido

H20 1ibre de RNAsas hasta 20Lil

Luego  18 horas de incubaci6n se agreg6 2LLl de DNAsa y se incuba 30 minutos a 37°C.

Posteriormente se agregan 30Hl de H20 libre de RNAsas y se pasa la mezcla por una

columna RNA mini spin (Roche) centrifugando 4 minutos a 1000g. El eluido es llevado

a lml con tamp6n de hibridaci6n.
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3 . Hibridaci6n i.72 sz.Z#

Los  embriones  utilizados  fueron  fijados  en  PFA  40/o  a  4°C  durante  24  horas

luego de las cuales se decorionaron con pinzas de relojero en PEST. Los embriones de

24 hpf se decorionaron previo a la fijaci6n.

Todos  los  lavados  e  incubaciones  se  realizaron  con  agitaci6n  constante.  Se

trabaj6 en condiciones libres de RNAsas hasta completar el tiltimo lavado de la sonda.

Luego de la fijaci6n se retir6 el PFA se hacen tres lavados de diez minutos cada

uno con metanol y rehidrataci6n con tres lavados sucesivos de 5 min en metanol 75%,

500/o y 25°/o v/v en PBST. A continuaci6n se lav6 tres veces durante cinco minutos con

PBST luego de los cuales se trataron con una soluci6n de proteinasa K 10prg/ml durante

1   min  para   embriones   en   estadio   de  bud  y   5   min  para   embriones   de   24  hpf.

Inmediatamente  despu6s  se  hizo  un  lavado  fapido  con  PBST  para  luego  re-fijar  los

embriones en PFA 4% durante 20 min, luego de los cuales se lav6 cinco veces durante

cinco  minutos  con  PBST  y pas6  a tamp6n  de  hibridaci6n.  Una vez  equilibrados  los

embriones en el tamp6n, se retir6 1a soluci6n y se agreg6 tamp6n de hibridaci6n fresco

hasta   cubrir   completamente   los   embriones.   En   esta   etapa   de  pre-hibridaci6n   los

embriones se incubaron a 65°C durante un minimo de tres horas. La ribosonda se agreg6

1uego de previa denaturaci6n a 65°C por 10 min para hibridar durante al memos 16 horas

a 65°C. El lavado de la ribosonda tambi6n se realizo a 65°C con incubaciones sucesivas

de  10 minutos cada una con las soluciones de lavado de sonda  1, 2, 3 y 4. Los tiltimos

dos lavados  con soluci6n 5  duran 30 minutos luego de los  cuales  se continu6  con tres

lavados de cinco minutos cada uno con PBST para despu6s pasar a bloquear los sitios
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inespecificos para anticuerpos con MABA3MBR por dos horas a temperatura ambiente.

Al t6rmino de 6ste periodo se cambi6 el medio por anticuerpo anti-digoxigenina 1/5000

en   MABA3MBR incubando a 4°C durante toda la noche. A continuaci6n se realizaron

seis  lavados  de  20  minutos  cada  uno  con  PBST  para  lavar  el  exceso  de  anticueapo.

Previo al revelado de la fosfatasa alcalina los embriones se ambientaron en soluci6n AP

con dos lavados de 5 minutos, luego de los que se incubaron en soluci6n NBTrecIP en

ausencia de luz a temperatura ambiente o 4°C hasta vcr la aparici6n de marca.

4. Sintesis de mRNA para microinyecci6n

Para sintetizar mRNA para inyecci6n se utilizo el kit Ambion Message Machine

SP6  y  T7.  Los  mRNA  sintetizados  se  precipitaron  con  cloruro  de  litio  segtin  las

especificaciones del fabricante del kit para luego resuspender en agua libre de RNAsas.

El mRI`IA  fue  cuantificado por extrapolaci6n usando  como  referencia el marcador de

masa EZ-Load (Biorad).

5. Mantenci6n de peces Dcz7£z.o rerz.o silvestres y lineas mutantes

Los peces usados en este estudio se mantuvieron en ciclos de luz y oscuridad de

12 horas, 28°C, en agua desionizada tratada con 60mgth de Instant Ocean a pH 6,5 en el

vivero de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.

6. Identificaci6n de peces y embriones mutantes feeczdJess

La mutaci6n feeczd/ess  (%dD  introduce rna mutaci6n puntual  en el genoma que

genera un sitio de restricci6n Msel que no esta presente en el genoma de peces silvestres
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(Kim y col.,  1999).  Para identificar los  distintos tipos  de alelos presentes en los peces

que se usaron se extrajo DNA gen6mico de peces o embriones el cual fue utilizado para

amplificar un fragmento de 200pb por PCR con los partidores P2 y P3  a un tiempo de

elongaci6n de 30 segundos a 62°C.  Estos partidores ubican el sitio Msel en el medio del

fragmento. El producto de PCR es luego digerido con la enzima de restricci6n Msel. Si

el  DNA  proviene  de  un  pez  silvestre  se  observa una  banda  de  200pb  en un  gel  de

agarosa al 2%; si es un heterocigoto se observa una banda de 200 y rna de 100 en un gel

al 2% y si el DNA proviene de un homocigoto mutante solo se observa una banda de

100pb (Kim y col., 2000).

7. Extracci6n de DNA gen6mico de embriones o colas de pez cebra

Para extraer DNA gen6mico de peces adultos se procede a anestesiar un pez en

una soluci6n de tricaina 4% hasta que permanece inm6vil, 1uego de lo que se procede a

cortar la punta de su cola con un bisturi y depositar el tejido en un tubo eppendorf con

100LLl de tamp6n de lisis. El tubo con la muestra de tejido se incuba a 50°C por un par de

horas agitando  el tubo  cada media hora. Luego se agregan  150LLl de etanol,  se agita el

tubo y centrifuga a  10.000g durante 2 min.  Se elimina el  sobrenadante y deja secar el

precipitado a temperatura ambiente o 37°C. Una vez seco el DNA es resuspendido en

50Lil de agua destilada e incubado durante media hora a 70°C para inactivar la proteinasa

K remanente.  Luego  de este proceso la preparaci6n de DNA gen6mico  esta lista para

utilizar lLtl por reacci6n de PCR.
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Para el "genotipeo" de embriones individuales se usa este mismo protocolo pero

lisando  un  embri6n  en  50L[1  de  buffer  de  lisis.  Luego  en  la  etapa  final  el  DNA  se

resuspende en 10Ltl de agua destilada y se usan 5Ltl para la reacci6n de PCR.

8. Microinyecci6n de embriones

Para la microinyeci6n de embriones se us6 una tapa de placa de Petri de plastico

y sobre  ella un portaobjetos  de vidrio.  Los  embriones  en estadio  de una c61ula fueron

depositados en el borde entre la tapa y el portaobjetos eliminando el exceso de medio,

quedando adheridos por tensi6n superficial. Los embriones fueron inyectados con  10nl

de  una  soluci6n  de  mRNA  y/o  morfolino  en  rojo  fenol  al  10%  en  agua  usando  un

inyector de presi6n de nitr6geno (Narishige).

9. Extracci6n de proteinas y Western Blot

Previo a la extracci6n de proteinas 50 embriones son decorionados y llevados a

500Lil de soluci6n Ringer+ a 4°C. En este medio el vitelo es removido haciendo pasar

los embriones por una pipeta Pasteur de un ancho no superior a un milimetro. Luego hay

que lavar con Ringer+ un par de veces hasta que la soluci6n de lavado es transhicida. Se

centrifuga  brevemente  y  se  remueve  el  exceso  de  medio  para  luego  agregar  5LLl  de

Sample Buffer por embri6n y agitar con vortex hasta homogeneizar. La muestra es luego

hervida en agua durante 5 min para luego cargar 20prl por carril o congelar a -80°C.

Los  western blot  fueron  realizados  como  descrito  en  el  Manual  de  Biologia

Molecular (Sambrook y col.,  1989) en geles de acrilamida-bisacrilamida al  12%. El gel
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fue  transferido   a  membranas   de  nitrocelulosa   en   camara  hrimeda  e  incubado   en

anticuelpos primarios anti htcf4 (1 :400) y anti gama tubulina (1 :2000). Luego de incubar

durante  toda  la  noche  y  lavar  el  anticuerpo  primario,  incubamos  en  el  anticuerpo

secundario  anti goat IgG (1:4000) para anti htcf4 y anti mouse IgG (1:2000) para anti

gama tubulina.

El resultado de la extracci6n de proteinas de embriones de 24 hpf inyectados con

el morfolino contra ztcf4 y analisis mediante western blot usando  anticuerpo anti tcf4

humano se muestra a continuaci6n.

TIf4 rviE]         -          +

TEf4

E-ILJbL]Iin

fiEEEE,

--.iiEf5±

30



RESULTADOS

1. Clonamiento y expresi6n de /c/4 de pez cebra (Dcz7?z.o rerz.o)

a. Clonamiento de tcf4 de pez cebra

Para  el  clonamiento  de  fc/#  de  pez  cebra  se  dispuso  de  la  secuencia  de  un

fragmento  de 303 pb (numero de acceso a Gene Bank:  A136455)  de Zc/# previamente

reportada por Dorsky y  col.(1999).  En base  de  esta secuencia  se  disefiaron partidores

para realizar RACE (Rapid Amplification CDNA Ends) hacia los extremos  5' y 3'  del

gen  usando  como  molde  una  genoteca  de  pez  cebra  de  48hpf.  El  analisis  de  los

alineamientos  de  las  secuencias  de  los  distintos  clones  demostr6  que  habia  regiones

ausentes en las secuencias,1o que coincide con lo descrito por Duval y col. (1999) para

/c/4 humano.  En base  a las  secuencias  obtenidas y estudios  de alineamiento  contra la

base de datos NCBI se generaron partidores para amplificar la secuencia codificante de

fc/4 completa.  En funci6n de los alineamientos  de proteinas traducidas a partir de los

clones secuenciados determinamos que fc/¥ de pez cebra posee rna alta homologia con

Zc/#  de humano y de rat6n,  especialmente  en las  zonas  de  interacci6n  con J3catenina,

DNA(HMG box), CRARF y CtBP (Figura 5).

En  el  alineamiento  de  la  Figura  5   s61o  se  muestran  los  posibles  exones  y

carboxilo  terminal  (C-terminal)  altemativos  identificados.  En un  analisis  de  amino  a

carboxilo terminal observamos que la zona de interacci6n con J3catenina s61o difiere en

dos  aminoacidos  de  53   respecto  a  Zc/¥  de  humano  y  rat6n.  Los  aminoacidos  no

hom61ogos  no  son  esenciales  para la interacci6n  entre  ambas proteinas  (Omer y  col.,

1999, Graham y col., 2001; Knapp y col., 2001; Poy y col., 2001).
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Figura 5. Alineamiento de secuencia aminoacidica de fc/# humano, de rat6n y variantes

larga, mediana y corta de pez cebra. Solo se muestra el tiltimo aminoacido de la variante

corta, ya que es el tinico que difiere de la variante mediana.

En ninguna de las variantes de fc/# clonadas encontramos el ex6n que codifica

para los aa 128 al 150 (relativo a %fc/#) y que corresponde al cuarto ex6n de fefc/4, el que

tambi6n  es  altemativo.  El  ex6n  comprendido  entre  las  secuencias  de  aa  "YLQM'  y

"AHIV"  ex6n  es  altemativo  para  algunas  variantes  identificadas  (Figura  5,  150-184

relativo a fezc/¥). La Figura 6 muestra una representaci6n de los cinco tipos de  variantes

de Zc/¥ clonadas y su nrimero de acceso a Gene Bank.
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1-3           4     5            6-8            9         10-16             17

i   I                  lEE I                 ..I  E I                  ]iH  L4-5-9(PCR.)

jj!                    lE         I                    I   EL          ..._JHL5-9(AF5o7957)
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ivi                      iE          I                      ini                      iE             M5.9btAF507956,

V   I                            I                       I                            I    I   I._                         I   I                    S9(AF5o7954)

Figura 6. Esquema de las variantes de fc/4 clonadas. Los ndmeros arabigos indican los

exones  correspondientes.  i, variante hipot6tica deducida por experimentos de RT-PCR

(figura 8b).

El analisis de las variantes de procesamiento de fc/# humano revela que tambi6n

posee exones altemativos en esta misma regi6n (Duval y col., 2000). Esta zona de Zc/4

puede  ser  importante  ya  que  esta  misma  regi6n  de  xtcf3  y  dtcf interactha  con  los

correpresores  gro/I/e  (Cavallo  y  col.,   1998;  Roose  y  col.,   1998).  Entre  la  zona  de

interacci6n con Groucho y DNA puede ocurrir un evento de procesamiento altemativo

en el borde del noveno ex6n que elimina del mRNA 15nt que codifican para la secuencia

"SLLSS"    descrita  como  relevante  para  la  funci6n represora  de  tcf4  (Pukrop  y  col.,

2001;  Gradl y col., 2002). La zona de interacci6n con DNA es  100°/o hom61oga en los

fc/#  comparados.  Mediante  analisis  z.7?  sz./z.co  identificamos  un  ex6n  adicional  que  no

clonamos y que es hom61ogo al ex6n  15 de htcf4,  sin embargo, en el genoma del pez

corresponde  al  ex6n  14  (Figura  7b,  ex6n  gris).  La  regi6n  C-terminal  de  fc/#  puede

presentarse como tres tipo de variantes: 1arga, mediana y corta. El tipo de variante va a

depender del procesamiento altemativo sobre el ex6n 16 que, al ser integrado al mRNA,

genera codones de t6rmino prematuros (Figura 7b, cabezas de flecha). En el extremo C-
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terminal encontramos que la regi6n CRARF (CRl y CR2) s6lo se encuentra completa en

la variante larga de Jc/#,  las  variantes  mediana y  corta  s6lo  tienen  CR1.  La regi6n

CRARF de la variante larga presenta un 100% de homologia comparado con feJc/(Figura

5).

A partir de experimentos de PCR que amplifican la zona que presenta el exon

altemativo de la regi6n N-terminal (siguiente secci6n, Figura 8b, flecha) inferimos que

existe una variante de Jc/# con un ex6n adicional que no encontramos en las variantes

que clonamos. El fragmento que contiene esta regi6n de la protefna fue amplificado por

PCR usando los partidores Tcf4 5'F2 y Tcf4 splice R1, y luego clonado por TA-cloning.

Tres clones positivos fueron secuenciados encontrindose que el fragmento contenfa un

ex6n no descrito previamente (Figura 7a) y que esta ubicado a continuaci6n del ex6n

altemativo que identificamos en primera instancia. I.a posici6n relativa de estos exones

fue confirmada en funci6n de la posici6n de estas secuencias en el genoma del pez cebra

(Figura 7b).
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Figura 7.  Alineamiento  de  5to ex6n  y  esquema  organizaci6n  gen6mica  de  zfc/24. A.

Alineamiento de exon 5 de pez cebra y el hom6logo de pez fugu. 8. Esquema DNA

gen6mico de fc/# humano y de pez cebra. Exones altemativos marcados en azul. Ex6n

encontrado z.# sz./I.co marcado en gris. Cabezas de flecha indican la posici6n de aceptores

de splicing que generan las variantes mediana y corta. Asterisco marca sitio de cod6n de

t6rmino.
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El rastreo  de un ex6n hom61ogo al cuarto  ex6n de fe¢c/4 en el genoma del pez

cebra no ha arrojado resultados positivos, sin embargo, es posible que exista dado que el

intr6n  entre  estos  exones  tiene  alrededor  de  60  kb  en  el  genoma  humano,  situaci6n

analogable al pez. En un rastreo en las bases de datos gen6micas  s61o encontramos un

fragmento hom61ogo al quinto ex6n de ztcf4 en rcz#/ngrz{ 7"brzz7es (Figura 7A).

b. Expresi6n de variantes de procesamiento de fc/4 de pez cebra

Dada  la  cantidad  de  posibles  combinaciones  de  variantes  de  fc/4  que  pueden

generarse en el pez cebra nos interes6 conocer c6mo se expresan los exones altemativos

a  lo  largo  del  desarrollo  embrionario.  Para  ello  hicimos  experimentos  de  RT-PCR

usando partidores que flanquean las regiones que presentan procesamiento altemativo de

exones usando CDNA de distintos estadios de desarrollo (Figura 8A, flechas rojas;  88,

flechas azules).

Al estudiar la regi6n que codifica para los exones altemativos 4 y 5 observamos

que  una  banda  correspondiente  a  variantes   con  el  4t°  y  sin  el  5t°  ex6n  presenta

contribuci6n  matema  de  mRNA  y  que  se  expresa  a  lo  largo  de  todos  los  estadios

analizados (Figura 88). Variantes que presentan ambos exones s61o se expresan despu6s

de las  6hpf.  S6lo a las 48  hpf observamos rna banda correspondiente a variantes  que

carecen de los exones 4 y 5 (Figura 88, 1inea 5, cabeza de flecha). El analisis de un RT-

PCR en que estudiamos la regi6n del ex6n 16 demuestra que fc/# se expresa desde las 0

hasta las 24 hpf como variantes C-terminal largas. A las 10 hpf comienza la expresi6n de

variantes que dan origen a isoformas de Zc/¥ medianas que se expresan tambi6n a las 24

y 48 hpf. Solo a las 48 hpf observamos isoformas cortas para el extremo C-terminal de

35



fc/4. Esto implica que en estadfos tempranos del desarrollo embrionario s6lo bay dos

variantes de fc/¥ presentes: una con el ex6n 4 de C-terminal Iango (tcf4-4L) y una con

los exones 4 y 5 de C-terminal largo (tcf4-45L).

A
zTof4

CR

a                       Ohr      6hr    12hr    24hr    4ehr      6d

Figura 8. Estudio de la expresich de los exones altemativos de Jc/# mediante RT-PCR.

A. Esquema de la posici6n de los partideres utilizados en la secuencia de ztof4. 8. RT-

PCR -usande  partidores  que  flanquean el  ex6n 4 y  5  de  fc/4.  C.  RT-PCR  usando

partidores que flanquean la regi6n de procesamiento altemativo del ex6n 16.

c. Patr6n de expresi6n de fc/¥ de pez cebra

Para  analizar  el  patr6n  de  expresi6n  de  fc/#  en  el  embri6n  realizamos

hibridaciones I.# sztz/ usando  sondas  de  RNA  antisentido  marcadas  con digoxigenina

(Figura 9). H transcrito de fc/# comienza a detectarse entre 90% y 100% de epibolfa, al

final de la gastrulaci6n, en el neuroectodermo anterior. Esta expresi6n contintia en el

estadfo de un somito (Figura 9A, 8).
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Figura  9.  Detecci6n  del  mRNA  de

Jc/#   en`  embrio_nes   de   pezL  cebra

mediante  hibridaci6n  I.#  sz.Jzt.  A,  8,

Estadfo de 1 somito, C, D, 24 hpf, E,

F, 48 hpf. A, C, E, Vista lateral, 8, D,

F,  Vista  dorsal.  Lineas  en  figura  E

indie.an    oriLentaci_6n    de    cortes

coronales en figura 10 C, D y E.

A las 24hpf la expresi6n de /c;# `se restringe al dienc6falo dorsal excluyendo el

territorio  de la epffisis,  1imitando  anterior y ventral  con la zona lfmite intratalfmica

marcada por la expresi6n de sfefe (Fi-gura 9-C, D,-cabeza de flecha, Fi-gura  10 A, 8). La

expresi6n diencefalica se mantiene en el talamo dorsal a las 48 hpf y se expande al pre-

tectum,  tectum y torus  semicircularis  (Figura 9 E,  F,  Figura  10 C,  D,  E).  El  patr6n

Qbservado en estas teritorios_sugiere que la expresi6n de fc/# a las_24 hpf poch'a abarcar

parte del cerebro medio (synenc6falo).
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Figura   10.   Hibridaciones   I.#   sz./24

dobles  (A,  8)  y  simples  (C-H)  de

fc/¥ a 24 hpf (A, 8), 48 hpf (C-G) y

3  dpf  (H)  fn  toto  (A,  8,  G,  H)  y

cortes    de    parafina    (C-F).    La

hibridaci6n I.« sj.Jz/ en A  y  8  marca

Jc/4  en  azul  y  sfefe  en  rojo.  A,  Se

aprecia  que  tcf4  1imita  anterior  y

ventral  con el borde posterior de la

zona  lfmite  intratalfmica  marcada

con  5fefe  (flecha).  En  8  se  observa

que   la   expresi6n   de   f c/4  en  el

dienc6falo  es   mas   intensa   en   la

regi6n   alar  (flecha).   C-F,   Cortes

coronales  de  embriones  marcados

para fc/¥ a la altura del talamo (C),

pretectum  (D,  cabeza  de  flecha),

tectum   (D   y    E   flecha),    torus

semicircularis (E,  cabeza de flecha)

y   c6lulas   de   las   comisuras   del

romboenc6falo (F, flecha). H, expresi6n de fc/¥ en el intestino en desarrollo.

A  las  48  hpf comienza  la  expresi6n  de  fc/4  en  un patr6n  segmentado  en  el

cerebro posterior. En funci6n a la posici6n relativa a la vesfcula 6tica establecimos que

esta marca corresponde a los romb6meros  1, 3  y 4 del romboenc6falo (Figura 9 E, F,

Figura  10  F,  G,  flecha).  A  los  3dpf fc/¥  comienza  a  expresarse  en  el  intestino  en

desarrollo (Figura 10, G).
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Al estudiar el patr6n de expresi6n de tcf4 en el neuroectodermo de embriones de

10 hpf encontramos que presenta una expresi6n complementaria a fcys (fcyscz y fcpb se

expresan  igual  en  el  neuroectodermo,  Dorsky  y  col.,  2003)  salvo  en  la  zona  del

hipot6lamo presuntivo o mesodermo precordal donde son coexpresados (figura llA, 8,).

Para  determinar  los  lfmites  de  la  expresi6n  de  fc/¥  en  este  estadfo  realizamos

hibridaciones I.n s!.rz/ dobles de /c/# con pcur2.Jcz (Krauss y col., 2001) o f/c (Houart y

col.,  2002),  para  el  analisis  del  lfmite  posterior y  anterior  de  la  expresi6n  de  /c/4

respectivamente (Figura llC, D). Observamos que fc/# limita anterior con la expresi6n

de f/c y posterior  con el cerebro medio (espacio entre la expresi6n de fc/¥ y pczx:2./cl).

Figura  11.  Hibridaciones  z.7c  sz.fw de A.  fc/3cz, 8.  fc/2¢,  C.  fcJ(rojo)  y  Zc/#  (azul)  y  D.

pcEL2.Jcz (rojo) Jc/# azul. A y C, estadfo bud, 8 y D, 1 somito.
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2. Inhibici6n de la traducci6n de Tcf4 y Tcf3b en mutantes %dJ/Zcficz cig6ticos.

a. Analisis de fenotipo a las 24hpf

Dada la expresi6n de fc/# en el neuroectodemio anterior decidimos estudiar su

funci6n en la especificaci6n antero-posterior del cerebro usando morfolinos antisentido

para inhibir la traducci6n del mRI`IA de fc/# a proteina. Los morfolinos son mol6culas

analogas al RI`IA que se sintetizan en base a anillos morfolinos en vez de ribosas. Esto

impide la degradaci6n del polimero por parte de RNAsas end6genas, mejorando asi el

rendimiento de la mol6cula como inhibidor. El morfolino se disefia con una secuencia de

24pb   complementaria   a  la  regi6n   5'   UTR  del  gen   a   inhibir  en  funci6n  de   las

recomendaciones del fabricante (Gene Tools). La uni6n del morfolino a esta regi6n del

mRNA  impide  la traducci6n  del  gen  en  los  ribosomas  por un mecanismo  que no  se

conoce en detalle. Se usaron dos morfolinos contra Jc/4, uno que pasa sobre el sitio de

inicio de la traducci6n (Zc/4 mol) y otro ubicado en el -30 relativo al primer cod6n (fc/4

mo2).   Todas   la  inyecciones  de  morfolinos  o  mRNA  descritas   en  este  trabajo  se

realizaron en el estadio de una c61ula para asegurar la distribuci6n uniforme del material

inyectado. La inyecci6n de 2ng (cantidad usada a lo largo de todo el trabajo) de mol  o

mo2 s61o present6 un   fenotipo sutil a las 24 hpf.  Se observ6 que el cerebro y los ojos

del  embri6n  eran  levemente  mas  pequefios  que  en  la  situaci6n  control  (Figura  128),

fenotipo similar al encontrado al inyectar el mo de fc#b y en la condici6n cig6tica de

%c7J/Zcficz (Kim y col., 2000; Dorsky y col., 2003). El efecto del morfolino fue controlado

mediante  western  blot  usando  un  anticuerpo  anti  Tcf4  humano  que  detecta  ztcf4

(Materiales y M6todos).
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Figura 12. Inyecci6n de los morfolinos de fc¢b y Zc/¥ en el fondo mutante zhdl.

En funci6n de este resultado decidimos inhibir la expresi6n simultinea de mas de

un fc/mediante coinyecci6n de morfolinos en embriones silvestres y mutantes cig6ticos

de fed/. La coinyecci6n de los morfolinos de fc/4 y fc#b (1ng por embri6n) en embriones

silvestres no present6 mayor fenotipo que el observado en la inyecci6n de cada uno por

separado  (Figura  128).  Sin  embargo,  1a  inyecci6n  del  mo  de  Zc#b  o  fc/4  en  los

embriones producto de un cruce de peces fed/ heterocigotos did como resultado un 25%

de  fenotipo  con  ausencia  de  ojos  (Figura  12C,  D).  Esta  proporci6n  de  embriones

aument6 a un 50%  al inyectar los mismos mo en embriones provenientes de un cruce

entre  una  hembra heterocigoto  y  un  macho  homocigoto  para  la  mutaci6n  fed/.  Estos

esquemas de cruce evitan la ausencia de contribuci6n matema de fc;#cz y por lo tanto

s61o   afectan  procesos  relacionados   con  la  especificaci6n  del   ectodermo  y  no   del

mesodermo.  Los  resultados  sugieren  que  la  proporci6n  del  fenotipo  observado  esta

directamente  relacionada  a  la  frecuencia mendeliana  de  embriones  homocigotos zfad/
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producto del cruce,1o cual fue corroborado al genotipear al azar 10 embriones con ojos

y 10 embriones sin ojos (Figura 13).

sin Ojos

a[elo wt -
aLlelo hdl-

a]elo w[  -
ale\O hal-

con ojos

Figura  13.  Genotipeo  de embriones zfedJ inyectados con los morfolinos de fc#b (A) y

Zc/4  (8).  En  el  experimento  de  genotipearon  10  embriones  sin  y  con  ojos  de  cada

condici6n (en la figura s6lo se muestran cinco de cada una).

Todos  los  embriones  sin  ojos  resultaron  homocigotos  para  la  mutaci6n  %c7/  y

todos los embriones con ojos resultaron ser heterocigotos para esta misma condici6n, ya

sea por la inyecci6n  del mo  de  fcpb  o por la  de  Jc/#  (Figura  13  a y b).  De  aqui  en

adelante  s61o  mos  referiremos  al  50%  de  embriones  con  fenotipo  y  se  mantendra  el

esquema de cruce de hembras heterocigoto y machos homocigoto para procurar un alto

numero de embriones de fondo gen6tico z%d/ a analizar.

Al estudiar la morfologia del fenotipo con detalle se aprecia que los embriones

zhdl inyectados con el mo de fcflb tienen el cerebro truncado hasta el cerebro medio a

diferencia de los inyectados con el mo  de /c/4 que s61o  carecen de telenc6falo y ojos

(Figura  12  C,  D).  Al  analizar  estas  estructuras  del  cerebro  mediante  los  marcadores

moleculares  7242Jcz  (dienc6falo  ventral,  Rohr  y  col.,  2001)  y  e72grcrz./ecz3  (e#3,  1imite

posterior  del  cerebro  medio  y  cerebelo,  Ekker  y  col.,   1992)  observamos  que  en  la
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inyecci6n del mo /c/¥ en fondo zfeczJ s6lo se pierde casi la totalidad de la marca de #k2./c!

sin alterarse la expresi6n de e7a3 (Figura 14C).

Figura 14. Analisis de los marcadores de hipotalamo y cerebro medio posterior, #k2Jcz y

c#g7.cH./ecz3  a  las  24  hpf  en  embriones  silvestres  (a),  zfod/ (b),  zfedJ+mofc/2¢  (c)  y

zhdi+motcf 3b (d).

En  los  embriones  zfedJ  inyectados  con  el    mo  fc/3b  la  marca  de  c#3  esta

expandida hacia anterior y no se aprecia expresi6n de #k2.Jcz (Figura  14D, ausencia de

expresi6n de Jck2Jcz fue analizada por hibridaci6n z.# s!.fz4 simple, datos no mostrados).

Es importante mencionar que la coinyecci6n de mo fc/3b y mo fc/# en el fondo

gen6tico zfecJ/ no gener6 fenotipos mss profundos que la inyecci6n del mo fcj}b por sf

solo en embriones zfecz/.

b. Analisis de fenotipo a las 10 hpf.

H fenotipo de cerebro truncado a nivel del cerebro anterior es caracterfstico de

un aumento de la actividad de la via Wnt (Kin y col., 2000; Heisenberg y col, 2001 ; van

de Water, 2cO1; Houart y col., 2cO2; Dorsky y col., 2cO3; I.agutin y col., 2003). Al final
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de  la gastrulaci6n (10 hpf)  1os  distintos  teITitorios  que van a dar origen al cerebro ya

estin definidos y pueden distinguirse mediante  el uso  de marcadores moleculares por

hibridaci6n  z.72 sz.Z#.  El  estudio  e  interpretaci6n de  los  cambios  en la especificaci6n del

cerebro se facilita en este estadio, ya que el neuroectodermo esta extendido y compuesto

por capas de c61ulas que atn no ham comenzado los movimientos de la neurulaci6n que

transforman este tejido en un tubo vesiculado. Por ello, todo el analisis de marcadores

gen6ticos de los distintos territorios del cerebro de los embriones zfed/ inyectados con los

morfolinos de /c;Scz y fc/4 fue hecho a las 10 hpf.

Al  analizar  marcadores  de  cerebro  anterior  que  se  expresan  en  telenc6falo

presuntivo, £/c (Figura  15, A,D) (ftyc74 expresado en el piso del tubo neural se us6 como

referencia, Odenthal y Nusslein-Volhard, 1998) y e#z]f/ (no mostrado), territorio del ojo,

rx3  (Loosli  y  colk.,  2003)  y  sz.x3  (Kobayashi  y  col.,   1998,  Figura  158,  E  y  H,  K

respectivamente) e hipotalamo presuntivo, 7?#2Jcz (Figura  15  G, J),  observamos que su

expresi6n esta completamente  ausente tanto  en la  inyecci6n  de mo  fc/¥  como  de mo

fc;Sb en embriones zfec7/.  La expresi6n de sz.x3 en el mesodermo precordal y de 7Tx3 en el

mesodermo lateral se mantienen y sirven de referencia. Las bandas de expresi6n de#d3

en regiones del cerebro anterior estin ausentes, no asf las del cerebro medio (Odenthal y

col,  1998,  Figura  15,  C,  F).  La  expresi6n  de  los  marcadores  de  dienc6falo  posterior

w#f8b (Kelly y col.,1995, Figura 15,I, L) y de cerebro mediourfejS (Reifers y col.,1998,

Figura 15, G, I) s6lo presentan una moderada expansi6n hacia anterior.
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Figura  15. Analisis de

marcadores de cerebro

anterior  y  medio  por

hibridaci6n   I.#  sz.Jw   a

10  hpf  en  embriones

control (A, 8, C, G, H,

I)  y zfed/   inyectados

con   rrro   tcf4   o  Trlo

fc/3b  (D,  E,  F,  J, K,

I) . AL, D , tlc y fkd4., 8 ,

E, rx3., C. F. f kd3., a,

I,nk2,layfgf8.,H,K,

six3.,I, L, wnt8b.

Para estudiar el efecto de la inyecci6n de los mo de fc/en embriones zfed/ sobre

el  cerebro medio usamos los marcadores pczx:2.Jcz (Figura  16 A, D, G), w#f/  (Kelly y

Moon, 1995, Figura 8, E, H) y z.r#J (Wang y col., 2001, Itoh y col., 2002, Figura 16 C,

F,  I).  En  estos  casos  sf observamos  una diferencia  en  los  fenotipos  producto  de  la

inyecci6n de los mo de fc;Pb o fc/¥ en embriones zAcZ/. La inhibici6n de fc/¥ en fondo

zhdl expande la expresi6n de los marcadores pcL]c2|c} y !.rxJ hacia anterior de tal forma

que el linite anterior de la marca queda a mitad de camino al frente del neuroectodemo

con respecto a su patr6n de expresi6n original (Figura 16, D, F). I.a expresi6n de w;c//
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presenta una leve expansi6n a anterior (Figura  16 E). La inhibici6n de /c#Z) en fondo

zhdl provoca una severa expansi6n de los tres marcadores hasta el lfmite anterior del

neuroectodermo (Figura 16, G, H,I). En las  hibridaciones I.# sz./#  de pcz];2Jcz y w#fJ se

us6 tambi6n krox 20 (romb6meros 3  y 5 del cerebro posterior, Woo y Fraser,  1998)

como marcador de posici6n relativa en el eje antero-posterior.

pax2.1 a/krox20           wntl /krox20                   irxl

Figura  16.  Analisis  de

marcadores de cerebro

medio  por hibridaci6n

i.#    sz./I/   a   10   hpf  en

embriones  control  (A,

8, C) y zfed/ inyectados

con mo fc/# (D, E, F) y

mo fcf}b (G, H, I).

Para todos los marcadores descritos el ntimero mfhimo de embriones analizado

rue 40, de los cuales alrededor de 20 presentaron fenotipo con una desviaci6n de ±1. En

base  al  genotipeo  de  embriones  realizado  en  el  punto  anterior  suponemos  que  los

embriones con fenotipo son de fondo gen6tico zfocz/.
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3. Rescate del fenotipo feczJ con variantes de procesamiento de fc/¥ de pez cebra.

Para determinar si s6lo una o las dos variantes de fc/# que se expresan temprano

en el desarrollo estin ejerciendo una funci6n en la especificaci6n del cerebro anterior,

realizamos experimentos de rescate del fenotipo de ausencia de ojos  en los embriones

zfeczJ inyectados  con los mo  de Zc;Sb y /c/¥ mediante la coinyecci6n del mJINA de las

variantes  de  fc/¥.  Como  control,  primero  rescatamos  el  efecto  de  la inyecci6n de  los

morfolinos de fc#b en embriones z%d/ con el mRNA de fcpcz, el gen mutado en fec7/. La

coinyecci6n del mRNA de fc¢¢ en los  embriones zfed/ inyectados con los mo Zcflb o

tcf4 rescat6  en un 910/o  el fenotipo  de  ausencia de  ojos  (Tabla  1).  Cuando realizamos

este mismo experimento usando el mRNA de las variantes 49bL o 459L observamos que

sold el mRNA de la tiltima variante es capaz de rescatar el fenotipo de los mo de Zc¢b

no asi el mRNA de la variante 4L (Tabla 1).

Tabla 1. Rescate del fenotipo de ausencia de ojos provocado por la inyecci6n de motcf3b

en mutantes zfedJ de un cruce de hembras %d/ heterocigots y machos fed/ homocigotos.

Zhdl+motcf3b               Con ojos      Sin ojos        Hhdl               a/orescate

+mFtNA tcf3a                       67                   3                     35                          91 a/a

il-mRNA tcf4
459bL 93                   7                      50                          860/a

+mR4N9: tcf4                      65                46                  55                       16°/a
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Para comprobar que el rescate fue efectivo,  se genotipe6  al azar 20  embriones

con ojos  de un experimento  de rescate a 24hpf y encontramos  que  10 presentaban la

mutaci6n fecz/ en homocigosis (Figura 17).

con ojos

a[elo ut -

a\le\O hal-

Figura 17. Genotipeo del alelo fedJ en embriones zfec7/ inyectados con el mo de fc¢b y

rescatados con el mRNA de fc/¥-459L.
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DISCUSION

En   este   trabajo   describimos   el   clonamiento,   expresi6n   y   funci6n   en   la

especificaci6n  antero-posterior  del  cerebro  de  Zc/4  en  pez  cebra.  Tcf4  ya  habia  sido

clonado en humano (Korinek y col.,  1997), rat6n (Cho y Dressler,  1998; Korinek y col.,

1998)  y   .Xe#apc¢s  (Konig  y  col.,  2000),  por  lo  que  el  basamos  en  los  resultados  ya

publicados  acerca de  su  secuencia ayud6  en el trabajo  de  analisis  de  las variantes  de

splicing de z/c/# que se clonaron.

Tal como se ha descrito en otras especies, jc/4 de pez cebra presenta una regi6n

de interacci6n con J3catenina compuesta por los primeros 53 aa del extremo N-terminal.

Comparada con la secuencia de rat6n y humano, 1a regi6n de interacci6n con J3catenina

de zZc/# solo presenta diferencias en los aminoacidos  18 y 31, los que no son esenciales

para  la  interacci6n  entre  ambas  proteinas  (Figura  5,  Omer  y  col.,  1999;  Poy  y  col.,

2001).  Por  consiguente,  suponemos  que  la  capacidad  de  z/c/¥  para  interactuar  con

J3catenina es similar a la descrita para fc/¥ de rat6n y humano (Korinek y col.,1997; Cho

y Dressier,1998; Korinek y col.,1998).

A  continuaci6n,  en  la  secuencia previa  a  la  regi6n  de  interacci6n  con  DNA,

encontramos una alta homologia entre Jc/# de rat6n, humano y pez cebra. Sin embargo,

tambi6n se observan variantes que carecen de porciones de 23  (aa  128-150 htcf4) y 34

(aa  150-184)  aminoacidos  correspondientes a los  exones 4 y 5  de fefc/¥ (Duval y col.,

2000). Variantes de fezc/Z sin el ex6n 4 ya habian sido descritas, pero no variantes que

carecieran  del  ex6n  5  (Duval  y  col.,  2000).  Entre  las  variantes  de z/c/4  inicialmente

identificadas  no   encontramos  clones  con  ambos  exones  altemativos  presentes,  sin
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embargo, mediante RT-PCR determinamos que si existen variantes con ambos exones

(Figura  8b,  flecha).  Posteriormente,  clonamos  variantes  con dos  exones  en esta zona,

pero la secuencia del nuevo ex6n no corresponde a la del ex6n 4 de fezc/Z (Figura 7a). La

posici6n de este nuevo exon tampoco corresponde a la del cuarto exon en htcf4, sino que

se encuentra a continuaci6'n del ex6n de z/c/Z, hom61ogo al quinto ex6n de %fc/4 (Figura

7b).  Buscamos  este nuevo  ex6n  en bases  de  datos  de  los  genomas  disponibles  y  s6lo

encontramos un ex6n hom61ogo en el genoma de rcz#/ng:# r#brzz)es (Figura 7a), por lo

que este ex6n podria ser exclusivo de peces. Tambi6n buscamos el ex6n 4 de humano en

el genoma del pez cebra y, a la fecha, no hemos encontrado un ex6n hom61ogo. Esto no

descarta que este ex6n exista en pez cebra, ya que el proyecto genoma del pez todavia

esta en desarrollo y atin falta el 25°/o del total por completar.

Mediante experimentos de RT-PCR usando CDNA preparado a partir de mRNA

extraido en distintos estadios del desarrollo el pez cebra determinamos que variantes con

el  cuarto  ex6n  de zZc/ se  expresan  en  forma  matema  y  luego  en  todos  los  estadios

analizados hasta los 5 dias post fertilizaci6n (Figura 8b). Variantes con los exones 4 y 5

s61o  comienzan  a  expresarse  a  partir  de  las  6  hpf  y  luego  en  todos  los  estadios

posteriores (Figura 8b, flecha). S6lo a las 48 horas y en forma transciente encontramos

expresi6n de variantes sin los exones 4 y 5 (Figura 8b, cabeza de flecha).

EI Iinico  indicio  de posibles  variantes  de  fc/¥  con  exones  altemativos  en esta

zona fue publicado por Duval y col.  (2000) y esta basado  en estudios de RT-PCR en

lineas celulares de cancer colonorectal. De hecho, no existen estudios en que se describa

la funci6n de los exones altemativos presentes en esta zona de fc/¥. Pensamos que estos

exones  pueden  ser  muy  relevantes  en  la  determinaci6n  de  la  funci6n  de  Zc/#  como

50



represores  de  la transcripci6n ya  que  los  correpresores gro/Z/e interaccionan  con  esta

zona en Zc/de Drosopfez./cz y fc# de .Fe72apc!s (Cavallo y col.,  1998; Rosse y col.,  1998).

A pesar que en esta zona zfc;S y z/c/¥ s61o tienen una homologia de un 70% e identidad

de 80%, esta similitud podia se suficiente para que a trav6s de ella zfc/4 interacthe con

los  co-represores  gro/Z/e.  Los  gro/ire  ham  demostrado  interactuar  y  co-reprimir  los

distintos /e/%c# incluyendo jc/Z, por lo que es muy probable que la regi6n entre el sitio

de  interacci6n  con  Bcatenina  y  DNA  en  Zc/4  sea  la  que  permite  su  uni6n  a gro/ire

(Brantjes y col., 2001).

En  el borde  5'  del noveno  ex6n encontramos un  aceptor de procesamiento  de

mRI`IA altemativo que condiciona la presencia de los aa "SSLLS" en la secuencia de las

variantes de zfc/(Figura 5). Esta secuencia, junto con una del borde 3' del s6ptimo ex6n

descrita  en xJc/4  (LVPQ),  ha mostrado  ser  importante  para  la  funci6n  de  Zc/4  como

represor de la transcripci6n (Purkoop y col., 2001 ; Gradl y col., 2002). En estos trabajos

s6lo se ve una diferencia en la funci6n de Zc/¥ cuando ambas regiones estin ausentes.

Sin embargo, no encontramos variantes sin la secuencia LVPQ por lo que no ahondamos

en la funci6n de estas regiones en la actividad de zfc/4. Lo que no podemos descartar es

la  existencia  de  variantes  que  carezcan  de  ambas  secuencias,  cosa  que  actualmente

estamos investigando.

La regi6n de interacci6n con DNA (HMG-box) de zfc/4 es 100% id6ntica a las de

fc/4  humano  y  rat6n  (Figura  5).  Se  ha  demostrado  que  fefc/4  interacciona  con  sitios

consenso de uni6n a Tcf, por lo que suponemos que zfc/4 tiene la misma capacidad de

fe/c/4 para interactuar con DNA (Korinek y col.,1998).
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A  continuaci6n  y  mediante  analisis  z.7?  sz./I.co  del  rastreo  del  ex6n  15  de  tcf4

humano  encontramos  su  hom6logo  en  el  genoma  del  pez  cebra  (Figura  7b).   Sin

embargo, en el pez este ex6n se ubica a continuaci6n del  13. En funci6n de los exones

que hemos encontrado en el pez determinamos que este es el ex6n 14 de zfc/#. Tal como

ocurre  en  feJc/4,  en  el  pez  este  ex6n  tambi6n  es  altemativo  (Duval  y  col.,  2000)  no

obstante no  clonamos variantes  en que  est6 presente.  La expresi6n y funci6n  de  este

ex6n no ha sido descrita en otras especies.

Al igual  que  en fefc/¥,1a presencia del  ex6n  16  de zZc/4 es  fundamental  en la

expresi6n de las variantes de procesamiento de mRNA de zfc/4 que generan extremos C-

terminales  medianos  y  cortos.    Cuando  la  maquinaria  de  splicing  inserta  este  ex6n

fntegro  en  la  secuencia  del  mRNA,  6ste  se  traduce  en rna variante  de  tipo  mediana

(Figura  7b,  asterisco  sobre  ex6n  16).  Sin  embargo,  este  ex6n  posee  un  aceptor  de

procesamiento  de  mRNA  altemativo  en  su  secuencia,  el  que  al  ser usado,  acerca  el

cod6n  de t6rmino  en  su  secuencia  a  el  extremo  3'  del  ex6n  lo  que  se traduce  en  la

expresi6n de una variante C-terminal corta (Figura 7b, cabeza de flecha). Si el ex6n 16

es saltado por la maquinaria de procesamiento altemativo, el siguiente cod6n de t6rmino

encontrado en la secuencia se ubica al final del ex6n 17,,1o que genera variantes de z/c/4

1argas  (Figura 7b,  asterisco sobre ex6n  17).  El tipo de extremo C-termnial de zfc/4 es

relevante en la funci6n de la proteina ya que las variantes mediana y corta no presentan

la secuencia CR2  de la regi6n CRARF (Figura 5).  La ausencia de CR2 por sf sola es

capaz  de  inhibir  casi  por  completo  la  activaci6n  de  la  transcripci6n  por  parte  del

complejo transactivador J3catenina/tcf4 sobre promotores especificos (Hecht y Stemmler,

2003, Atcha y col., 2003). Esto implica que el tipo de C-terminal de zfc/4 va a incidir en
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1a   discriminaci6n   de   la   expresi6n   de   ciertos   promotores,   proceso   que  puede   ser

fundamental en lograr efectos especificos en respuesta a Wnt.

Para saber qu6 tipo de extremo C-terminal es expresado a lo largo del desarrollo

del embri6n del pez realizamos experimentos de RT-PCR con partidores que flanquean

el  ex6n  16  obteniendose  distintos  tamafios  de  productos  de  PCR  dependiendo  de  la

variante  corta  ,  mediana  o  larga  que  se  esta  expresando.  Usando  estos  partidores,  1as

variantes medianas, cortas y largas generan productos de PCR de 330, 300 y 270 pares

de  bases,  respectivamente  (Figura  8c).  Mediante  este  experimento  determinamos  que

variantes C-terminales largas sse expresan entre las 0 y 24 hpf. (Figura 8c). Desde las 12

hpf en  adelante  se  ve  expresi6n  de variantes  medianas  de  fc/#.  Solo  a las  48  hpf se

observa expresi6n de variantes cortas.

En  resumen  clonamos  cinco  variantes  de  zfc/fry  en  funci6n  de  los  exones  y

aceptores  de  procesamiento  altemativos  designamos  una  nomenclatura  similar  a  la

utilizada  en  Duval  y  col.  (2000).  El  numero  correlativo  del  exon  altemativo  en  el

genoma es  antepuesto  al "tcf4".  Si  el borde el  exon nueve esta ausente o presente  se

nombra 9  6  9b,  respectivamente.  Segtin  el  tipo  de variante  c-terminal  son designados

S(short),  M(medium)  o    L(long).  La variante  con  el  ex6n nuevo  clonada presenta  el

borde del ex6n 9 y es del tipo larga por lo tanto es designada, 459bL-tcf4.

El  patr6n  de  expresi6n  de  zfc/4  fue  determinado  mediante  hibridaci6n  z.7e  sz.Z#

usando  sondas  de  mRNA  sustitufdas  con  digoxigenina.  Temprano  en  el  desarrollo

observamos que zfc/4 se expresa en el neuroectodermo anterior y lo que parece ser el

hipotalamo presuntivo o mesodermo precordal en embriones de estadio 900/o de epibolia

(estadios segiin Kimmel y col.,1995). Se ha determinado que en pez cebra el hipotalamo
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deriva de tejidos del ectodermo posterior y que esta compuesto por un grupo de c61ulas

que  migra por  sobre  el  mesodermo  precordal  (Mathieu  y  col.,  2002).  Ambos  tejidos

presentan  una  morfologia  parecida  en  una  vista  dorsal,   sin   embargo,   es  posible

distinguirlos  ya  que  el  mesodermo  precordal  se  encuentra  inmediatamente  bajo  el

hipotalamo  presuntivo.  Lamentablemente  en  este  estadio  la marca  de zfc/#  no  es  tan

fuerte  como  para  poder  hacer  cortes  de  los  embriones  y  distinguir  asi  el  lugar  de

expresi6n. El tinico antecedente que nos permite presumir que la marca corresponde al

mesodermo precordal  es  que  en rat6n Zc/4  se  expresa  en  el  neuroectodermo  anterior,

como  en el pez, pero  tambi6n en el  endodermo  anterior,  tejido  analogo  en funci6n y

posici6n al mesodermo precordal (Cho y Dressler,1998; Foley y Stem, 200'1 ; Wilson y

Houart, 2004). Plantear esto resulta interesante ya que existiria una funci6n para la via

Wnt en el mismo tejido que esta encargado de secretar mol6culas que antagonizan esta

misma via. Esta idea se refuerza al encontrar que w72f8b tambi6n presenta expresi6n en el

mesodermo precordal y que la expresi6n de czfrfr (anti via Wnt)  se  expresa en el borde

exterior de las c61ulas que componen el mesodermo precordal en un patr6n que parece

ser  complementario  y  excluyente  al  de  zfc/4  y  w73f8b  (Shinaya  y  col.,  2000).  La

expresi6n  de  zfc/#  en  el  neuroectodermo  anterior  comienza  luego  de  finalizada  la

gastrulaci6n  entre  los  estadios  de  100%  de  epibolia y un  somito  un poco posterior al

comienzo de la expresi6n de Zc#cz y Zcflb (Figura 9a, b; figura lla, b). Al comparar la

expresi6n  de  zfc/4  con  J/c  y pczx2.J¢,  marcadores  de  telenc6falo  y  cerebro  medio,

respectivamente, encontramos que fc/¥ 1imita anterior con el 1imite del neuroectodermo

y  posterior  en  el  dienc6falo  dorsal  (Figura  llc,  d).  En  esta  etapa  del  desarrollo  el

dienc6falo dorsal se ubica entre el dienc6falo ventral y el cerebro medio. El espacio entre
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las marcas de fc/4 ypcur2. /cz corresponde al dienc6falo dorsal (Figura lld). La expresi6n

de Jc#  (a y b)  es  fuerte en el cerebro medio, limite posterior de la expresi6n, y en el

frente d61 neuroectodermo y placodas anteriores (Figura  lla). Este patr6n de expresi6n

deja un espacio que parece corresponder a la expresi6n de zJc/Z,  sin embargo, esto no

pudo ser comprobado debido a que la expresi6n de ambos genes es muy d6bil como para

lograr rna hibridaci6n z.7c s'z.faf doble que permitiera distinguir fehacientemente los limites

entre la expresi6n de ambos genes.

A las 24hpf zzc/# se expresa en el dienc6falo dorsal 1imitando anterior y ventral

con la zona limite intratalamica (Figura 10a, b) y posterior con el cerebro medio (Figura

9c, d). La expresi6n de /c/# se excluye del techo del dienc6falo, zona epitalinica (Figura

9d, cabeza de flecha). La expresi6n diencefalica se manifiesta con mayor intensidad en

la regi6n alar (Figura lob, flecha).

Luego, a las 48 hpf zzc/Z contintia su expresi6n en el talamo, territorio derivado

del   dienc6falo   dorsal,   y   se   le   suma   expresi6n   en   el  pretectum,   tectum  y  torus

semicircularis,  tejidos derivados del cerebro medio anterior (Figura 9e, f, figura 10c, d,

e).  La  expresi6n  en  estos  tiltimos  tejidos  plantea  la  posibilidad  de  que  la  expresi6n

caudal de zfc/¥ a las 24phf abarque parte del cerebro medio.  Sin embargo, no  existen

marcadores que permitan discriminar esta expresi6n mediante hibridaci6n z.73 sz.Z# doble.

En rat6n esta demostrado que el borde caudal de fc/# limita y no sobrepasa el cerebro

medio (Cho y Dressler,  1998) por lo que la expresi6n en el pretectum, tectum y torus

semicircularis  puede  ser  producto  de  elementos  regulatorios  del  promotor  de  zJc/4

distintos de los que dirigen la expresi6n al dienc6falo. El embri6n de rat6n presenta la

misma  expresi6n  que  zfc/¥  en  derivados  mescencefalicos   (Cho  y  Dressler,   1998;
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Korinek y col.,  1998).  En este  estadio y,  al igual que  en el  embri6n de rat6n,  Zc/4 se

expresa en un patr6n de bandas correspondiente a los romb6meros  1, 3 y 5 del cerebro

posterior (Figura 9e, f; figura 10f, g). La secci6n para sagital permite determinar que la

expresi6n  corresponde  a  los  nticleos  de  las  neuronas  comisurales  del  romboenc6falo

(Trevarrow y col.,1990).

Por tiltimo, al igual que en rat6n, al tercer dia de desarrollo zfc/Z se expresa en el

epitelio del intestino (Cho y Dressler,  1998; Korinek y col.,  1998, Figura 10h). De todos

los lugares en que fc/4 es expresado en rat6n 6ste parece ser el tinico en el que tiene una

funci6n esencial y no redundante con otros fc/ ya que el rat6n mutante nulo de fc/4 s61o

presenta defectos en la mantenci6n de las c6lulas troncales del intestino y en ningtin otro

tejido (Korinek y col.,  1998).

Dado  el  patr6n  de  expresi6n  de  z/c/¥  en  el  neuroectodermo  anterior  y  las

evidencias  que  ham relacionado  los  mutantes  de  Jc#cz/7}d/ en la especificaci6n  antero-

posterior del cerebro, decidimos estudiar la funci6n de Zc/# en este proceso. Para inhibir

la expresi6n de Tcf4 recurrimos al uso de morfolinos antisentido. Este tipo de mol6culas

han mostrado ser eficientes y especificas en la inhibici6n de la traducci6n de mRNA a

proteina. En los embriones silvestres inyectados con el mo contra Jc/4 no se observ6 un

fenotipo mas alla de una leve disminuci6n del tamafio de los ojos y el cerebro en general

(Figura 12b). Este es el mismo fenotipo que se obtiene al inyectar el mo de fcflb y que

se observa en mutantes cig6ticos de feeczd/ess (Kin y col., 2000; Dorsky y col., 2003). El

efecto  del  mo  de  fc/#  fue  controlado  mediante  Western  Blot,  observandose  que  su

inyecci6n inhibe casi la totalidad de la expresi6n de la proteina jc/4 (vcr materiales y

m6todos). Una explicaci6n a este fenotipo es que otros tcf pueden estar supliendo a /c/4,

56



enmascarando su posible funci6n en la especificaci6n antero-posterior del cerebro. Para

dilucidar esta altemativa inhibimos sistematicamente combinaciones de tcf en embriones

mediante el uso de morfolinos para fcfib y el mutante cig6tico de %eczc7/ess (zfedD. Los

resultados de las inhibiciones de los distintos fc/descritos en pez cebra se muestran en el

siguiente cuadro (signo + y -indican presencia o ausencia del fc/respectivamente).

zhdl(tcf3a) + + +

tcf3b + + +

tof4 + + +

Ojos? Si Si Sj No No Si

S6lo la inhibici6n de /c/# o fc;#b junto  con fc;#¢/zfed/ fue capaz de generar un

fenotipo  de  ausencia  de  ojos  que  delata  una  alteraci6n  en  la  especificaci6n  de  los

territorios del cerebro anterior, caracteristica de un desbalance en la actividad de la via

Wnt. Cuando se inhibi6 fc/¥ y /c;#b no se observ6 mayor fenotipo que al inhibir ambos

genes  por  separado.  Es  decir,  que  la  expresi6n  de  Zc;Scz  es  suficiente  para  suplir  la

inhibici6n de fc;#b o fc/4 y no asi en sentido opuesto. Esto podria implicar que Zc;#cz y

Zc;#b no son redundantes en su funci6n a pesar de ser altamente hom61ogos a nivel de

secuencia aminoacidica (Dorsky y col., 2003), o bien, que sus promotores no responden

frente a los mismos reguladores y enfrentan de forma distinta la condici6n experimental

al bajar los  niveles  de  fc/  Una tercera altemativa es  que la proteina mutante  en zfec7/

tenga la capacidad de sensibilizar al mutante y pronunciar incrementos en la actividad de
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1a  via  Wnt  producto  de  la  eliminaci6n  de  Zc/¥  o  JcflzJ.  Para  dilucidar  esta  tiltima

altemativa estamos estudiando la participaci6n de la proteina truncada de Zc#cz (feczD en

la generaci6n del fenotipo, y por otro lado, usando el morfolino contra fcflcz (trabajo en

marcha). Cualquiera sea el caso, tanto los morfolinos de Zc;¢b como de Zc/¥ generan un

fenotipo de ausencia de ojos a las 24hpf y solamente sobre los embriones z¢cJJ. Esto fue

comprobado al hacer cruces de hembras heterocigotas fedJ contra machos heterocigotos

(cruce  #1)  u homocigotos  (cruce  #2)  fec7J.  Se us6  siempre hembras  heterocigotas  para

evitar  un  efecto  matemo  que  podria  incidir  sobre  la  especificaci6n  dorsoventral  del

mesodermo,    lo    que    alteraria    como    consecuencia    el    eje    antero-posterior    del

neuroectodermo.  El resultado  de  los  cruces #1  y #2  es un 250/o y 50%  de peces zfed/,

respectivamente.  Al  inyectar  los  mo  de  fcflb  o  /c/4  en  los  dos  tipos  de  cruce  la

frecuencia  de  fenotipo  se  lig6  estrictamente  a  las  frecuencias  mendelianas  esperadas.

Esto fue comprobado mediante el genotipeo de los embriones sin ojos (Figura 13).

Observamos una diferencia en los fenotipos obtenidos con el mo fcflb o mo fc/4

en fondo z%cZJ. El mo fc/¥ produce inhibici6n de telenc6falo y ojos, pero no estructuras

mas caudales como dienc6falo posterior y cerebro medio (Figura 12c, figura 14c). El mo

fc¢b produce un fenotipo mas profundo en que el dienc6falo y la porci6n anterior del

cerebro medio esta ausente a expensas del cerebro medio posterior (Figura  12c, figura

14c),  1o  que  fue  comprobado  mediante marcadores  moleculares  de  dienc6falo  ventral

(72fr2+cz) y cerebro medio posterior (e7c3). Estos resultados concuerdan con el analisis de

los  marcadores  de  distintas  regiones  del  eje  antero-posterior  del  cerebro  a  las  10  hpf

(Figura 15 y 16). El estudio de marcadores anteriores al cerebro medio muestran que el

efecto de los mo de Zc/4 y fcysz) es el mismo: inhibici6n de la expresi6n de Z/c, sz.x3, 71:¥3 y
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7?42/cz (Figura 15). En concordancia con los resultados obtenidos a las 24hpf, al analizar

marcadores de cerebro medio se ve que el efecto de fcflb es mss profundo que el de Jc/4.

En  estos  casos  el  mo  fc#b produce  una  expansi6n  de  los  marcadores por2./cz y  I.7TXJ

hasta  el  limite  anterior  del  neuroectodermo,  no  asf  el  mo  de  fc/¥,  que  produce  una

expansi6n  moderada  (Figura  16).  La  inhibici6n  de  marcadores  de  cerebro  anterior  a

expensas del posterior concuerda con un efecto de aumento de la actividad de la via Wnt

en  la  regi6n  anterior  del  cerebro  y  es  corroborado  por rna  expansi6n  anterior  de  la

expresi6n de w7€f8Z7 y 14;7€¢J (Figura 15i,1, figura 16b, e, h). En embriones silvestres la via

Wnt esta inactiva en estos territorios, lo que permite la especificaci6n de la identidad del

cerebro anterior (Foley y Stem, 2001; Wilson y Houart, 2004). Se ha observado que en

los  mutantes  7„b//orz.77czJ  (Heisenberg y  col.,  2002),  "zfad//Zcflcz  (Kin y  col.,  2000)  y

sz.x3  (Lagutin y col., 2003)  el aumento  de la actividad de la via Wnt esta acompafiado

por  una  expansi6n  a  anterior  de  la  expresi6n  de  genes  w73Z,  1o  que  da  cuenta  de  un

mecanismo de retroalimentaci6n positivo, indicando que algunos genes wnt pueden ser

activados por la misma via Wnt. El fenotipo observado al inhibir la expresi6n de fcflb o

/c/# en embriones mutantes zfeczJ es  el mismo  que en mutantes  donde  la via Wnt esta

sobreactivada,  1o  que  indica  que  en  regiones  del  cerebro  en  que  la  via  Wnt  esta

reprimida, 1a funci6n de los factores de transcripci6n tcf es requerida para una represi6n

activa de genes regulados positivamente por Wnt. Estos resultados sugieren que hay un

activador transcripcional de genes regulados por Wnt que funcionaria en ausencia de fc/

Un posible candidato son los factores de transcripci6n Sox, del tipo HMG al igual que

los  tcf,  tienen la capacidad de interactuar con en el mismo  sitio  consenso  de uni6n a

DNA  (Kamachi  y  col.,  2000).  Entre  los  Sox  se  ham  descrito  tanto  activadores  como
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represores   de  la  transcripci6n.  De  hecho   el  promotor  de  ccz#dcz/  (car)   que  posee

elementos de respuesta a Wnt y FGF es regulado positivamente en ausencia de Wnt, en

un evento transcripcional mediado por Sox (Haremaki y col., 2003).

La diferencia notoria en el efecto de reprimir /c#b o fc/4 en embriones mutantes

zhdl debe analizarse desde dos puntos de vista:  1 . 1a diferencia en el patr6n de expresi6n

y 2.  el curso temporal de expresi6n de  ambos genes.  El patr6n de  expresi6n de Zc#b

cubre hasta el cerebro medio, no  asi  el  de fc/4,  cuyo  limite posterior es  el dienc6falo

dorsal (Figura 11). Si Zc/4 s6lo tiene funci6n en la especificaci6n del territorio en el que

se expresa, implica que una inhibici6n de fc/¥ s6lo incide en un aumento de la actividad

de  Wnt  en  el  territorio  anterior  al  dienc6falo  dorsal,  cambiando  exclusivamente  la

especificaci6n de estos territorios. La inhibici6n de fc;#b en mutantes zfed/ aumentaria la

actividad de Wnt a un territorio  mas  amplio  que  incluye la expresi6n de  Zc/4,  1o  que

incide  en  el  cambio  de  especificaci6n  de  todo  el  territorio  anterior  al  cerebro  medio

anterior.   Los   resultados   que   obtuvimos   nos   indican   que   jc/4  y  fc#b   funcionan

especificando distintos territorios del cerebro y que la inhibici6n de Jc/no concuerda con

un efecto dosis dependiente, ya que la inhibici6n de ambos fc/ en embriones mutantes

zfeczJ no presenta un fenotipo mas pronunciado que la inyecci6n de Zcysb por separado.

Desde el punto de vista de la temporalidad, la expresi6n de jc;#b comienza previo a la de

fc/# y podria especificar el territorio general de la cabeza, 1o que permitiria la expresi6n

de zc/Z el que luego especificaria un sub-territorio dentro del campo de expresi6n de los

c,.

Para  averiguar  qu6  variantes  de  fc/¥  participan  en  la  funci6n  del  gen  en  la

especificaci6n del cerebro realizamos experimentos de rescate del fenotipo de ausencia
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de ojos  coinyectando  los mo  de fc/¥ o fc¢b junto  con el mRNA de las variantes que

hemos  clonado  y que  se  expresan en el  estadio  de  10  hpf.  S61o  obtuvimos un rescate

satisfactorio del fenotipo de ausencia de ojos al coinyectar la variante 459L junto con el

mo  fc;#Z7  en  mutantes  zfeczJ.  La  variante  49bL  no  rescat6  el  fenotipo  en  las  mismas

condiciones. No hubo rescate del fenotipo al coinyectar estas variantes con mo fc/¥ en

mutantes  zfed/.  Por  un  lado  esto  implica  que  la  variante  de  fc/4  459L  es  capaz  de

reemplazar en funci6n a fc/3cz o Zc;#b y por ende concluimos que es capaz de reprimir la

transcripci6n de genes rio abajo de Wnt. Proponemos que la regi6n de splicing del ex6n

4 y del 5 incide en la interacci6n entre correpresores gro/Z/e y fc/4, 1o que seria esencial

para su actividad como represor de genes rio abajo de Wnt. El hecho de que no haya

rescate del fenotipo de la inyecci6n del mo de fc/4 con sus variantes puede radicar en la

existencia de nuevas variantes por clonar.

En el presente trabajo describimos que, tal como en otras especies Zc/¥ presenta

una  serie  de  exones  y  aceptores  de  procesamiento  altemativos  que  permiten  una

diversidad de tipos de variantes  de fc/¥ que se pueden manifestar.  Clonamos un ex6n

nuevo de zfc/# y demostramos que hay una variante especifica que es capaz de suplir la

funci6n de fc;Sb lo que mos ha permitido plantear una posible funci6n para una regi6n de

exones altemativos que no habia sido estudiada en otros sistemas.

En  las  variantes  que  clonamos  hay  dos  exones  altemativos  entre  la regi6n  de

interacci6n con J3catenina y DNA, un aceptor de procesamiento altemativo en el ex6n

nueve,  y  tres  posibles  C-terminales  de  la  proteina  dependiendo  si  la  maquinaria  de

splicing  entra al  exon  16  o  se  salta al  ex6n  17.  Tambi6n hay un ex6n altemativo no

clonado en ninguna de las variantes de fc/#,  lo que indica que existen 7 regiones de la
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proteina susceptibles a regulaci6n por procesamiento altemativo. Esto quiere decir que

hay 128 (27) posibles combinaciones de exones presentes en las variantes de fc/4 de pez

cebra.   Si  el  procesamiento  altemativo  de  las  variantes  no  fuese  regulado  podrian

coexistir en un tipo celular 128 variantes de fc/4. Nuestros estudios indican que este no

es el caso y que el procesamiento altemativo es un fen6meno regulado en el tiempo y,

posiblemente  tambi6n  en  el  espacio.  Debido  al  tamafio  pequefio  de  los  exones  no  se

pueden  disefiar  sondas  que  permitan  resolver  el  patr6n  de  expresi6n  de  variantes

especificas,  desafio  atin pendiente.  Entender  cuindo  y  d6nde  se  expresan  los  exones

altemativos  es tan importante como  conocer el patr6n de expresi6n del mRNA de los

genes  en  cuesti6n.  Mediante  estudios  z.7c  sz'/I.co  se  ha  determinado  que  el  65°/o  de  los

genes del ser humano presentan por lo menos un ex6n altemativo y que el 5% del total

tiene  mas  de   100  variantes  de  procesamiento  (Leipzig  y  col.,  2004).  El  desarrollo

embrionario  es  un  proceso  de  alta  complejidad  que  requiere  de  una  coordinaci6n

espacial y temporal de la expresi6n g6nica. Hasta hoy, el estudio de la regulaci6n g6nica

en  el  embri6n  se  limita  a la gen6mica  del  desarrollo,  sin  embargo,  se ha acumulado

suficiente evidencia como para plantear que la respuesta a c6mo se forma un ser vivo

completo  a partir de un repertorio  limitado  de genes tambi6n requiere  del estudio del

"transcriptoma" expresado durante el desarrollo embrionario.
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CONCLUSIONES

1. La ausencia de Tcfs en el cerebro de pez cebra genera un aumento de la actividad Wnt

expandiendo el cerebro medio a expensas del cerebro anterior.

2.  La funci6n represora de los Tcfs es necesaria para la correcta especificaci6n antero-

posterior en el cerebro en desarrollo de pez cebra.

3.  En  ausencia  de  sefial  Wnt,  1os  Tcfs  mantienen  un  estado  reprimido  que  evita  la

activaci6n de genes de respuesta a Wnt.

4. Unicamente la variante de fc/# que contiene los exones 4 y 5 es capaz de rescatar el

fenotipo del mo tcf3b en embriones zfed/.

5.   Tcf3a  es   capaz  de   suplir  la  ausencia  de   otros   Tcfs  para  generar  la  correcta

especificaci6n de los territorios del cerebro.

6.   Tcf4  especifica  el  territorio  diencefalico  y  Tcf3   un  territorio  mas  amplio  que

comprende el dienc6falo y el mesenc6falo.

7.  Se postula la existencia de un activador de la transcripci6n de genes regulados por

Wnt que funciona en ausencia de actividad represora de Tcfs.
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