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RESUMEN

RESUMEN

El complejo Iroquois corresponde a un nuevo grupo de homeoproteinas pertenecientes a la
clase TALE. Estos genes han sido descritos en varios model os animales, tanto vertebrados como
invertebrados, sugiriéndose que participan en e desarrollo embrionario en la formacion de los
precursores neurales y en e establecimiento de bordes entre compartimentos. En Xenopus, 10s
genes Iroquois (Xiro) han sido involucrados en la formacion de la placa neural, controlando la
expresion del factor antineural bmp-4 y de los genes proneurales. Durante € desarrollo
embrionario, e establecimiento de centros organizadores es fundamental para la correcta
formacion del individuo. Se han descrito, hasta la fecha, 3 organizadores. e Centro de
Nieuwkoop, responsable de la induccién del mesodermo, €l Organizador de Spemann,
involucrado en dorsalizacién del mesodermo e induccién de la placa neural y el Organizador del
Istmo, responsable del patron y desarrollo del cerebro medio y parte del cerebro posterior. En
esta tesis nos hemos propuesto estudiar € papel de los genes Iroquois en la formacion del
Organizador de Spemann y e Organizador del Istmo, y definir las interacciones celulares y
moleculares suficientes y necesarias para su desarrollo. Asi, la hipétesis propuesta fue: 1) Xirol
participaria, en Xenopus, en laformacion del Organizador de Spemann y del Istmo, regulando la
expresion de genes fundamentales para cada organizador. 2) Inhibiria la expresion de bmp-4 en
el Organizador de Spemann y controlaria los genes Fgf8, En-2 y Whtl en el Organizador del
Istmo. En este Ultimo proceso, regularia la expresion de Otx-2, expresado en el cerebro medio y
Gbx-2 expresado en € cerebro posterior y de este modo determinariala posicion de istmo.

Como objetivos especificos se propuso estudiar, mediante métodos embrioldgicos y
sobreexpresion de transcritos silvestres o de proteinas quiméricas de Xirol, el papel de este gen
durante la formacion del organizador de Spemann y el organizador del istmo. También se
propuso analizar la capacidad del mesodermo y de los agentes posteriorizantes (&cido retinoico,
FGF y Wnt) de inducir este organizador y la participacion de los factores de transcripcion Otx-2
y Gbx-2 en lainduccién y posicionamiento del istmo.

Se establecié que Xirol es expresado en e mesodermo dorsal y actuando como represor
transcripcional inhibe la expresion de bmp-4 en esta region. Esto permite la correcta formacion
del organizador de Spemann y subsiguiente dorsalizacién del mesodermo. En cuanto al
organizador del istmo, definimos que el mesodermo axial posee la capacidad de inducir los genes
involucrados en el establecimiento del istmo y que FGF y la sefial Wnt regulan la formacion y
posicion de este dominio. Se demostré que Otx-2 y Gbx-2 actllan como represoresy a igual que
en otros sistemas, controlan mediante su represion transcripcional mutua, la posicion del
organizador del istmo. Por otra parte, se establecio que Xirol es un elemento nuevo en la
formacion del organizador del istmo, que actuando como represor controlala expresion de Otx-2,
Gbx-2 y Fgf8. Ademés, se desarroll6 un novedoso sistema in vitro para el estudio de las
interacciones que definen el istmo. Se observo que la interaccion in vitro de células expresando
Otx-2 y Gbx-2 es suficiente para recrear 1os eventos que inducen la expresion de Fgf8, En-2 y
Wntl en el embrion. Se demostro que la expresion de En-2, en € territorio Otx-2, es inducida por
la sefial FGF proveniente de las células Gbx-2 positivas y la actividad de Xirol es necesaria, en
el dominio Otx-2, para la expresion de este gen. Por Ultimo, Xirol es capaz de inducir, via FGF,
la expresion de Deltal. Este gen activa la expresion de Fgf8 en el istmo y participa en la
formacion del cerebro medio.

En resumen, en esta tesis hemos sido capaces de describir las complejas cascadas génicas

Glavic Maurer, Alvaro 9
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mediante las cuales los genes Iroquois determinan el desarrollo y actividad de estos
Organizadores, 1o cuales son fundamentales para e correcto desarrollo embrionario. En
conclusién, los genes Iroquois controlan la formacion del Organizador de Spemann y del Istmo.
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SUMMARY

SUMMARY

The Iroquois complex corresponds to a new group of homeoproteins belonging to the TALE
class. These genes have been described in different animal models, both vertebrates and
invertebrates, and have been suggested to participate in the formation of neural precursors and
the establishment of compartment boundaries during embryonic development. In Xenopus, the
Iroquois genes (Xiro) are involved in the formation of the neural plate, controlling the expression
of the antineural factor bmp-4 and the expression of proneural genes. During embryonic
development, the establishment of organizer centers is fundamental for the correct formation of
the body plan. Until now, 3 organizers has been described: the Nieuwkoop center, responsible
for mesoderm induction, the Spemann Organizer, implicated in mesoderm dorsalization and
neural plate induction and the Isthmus Organizer, responsible of midbrain and part of the
hindbrain patterning and development. In this thesis | have studied the role of the Iroquois genes
in the formation of the Spemann and Isthmus Organizer, and have defined the cellular and
molecular interactions necessary and sufficient for their development. Thus, | propose the
following hypothesis. in Xenopus, Xirol participates in the formation of the Spemann and
Isthmus Organizers, regulating the expression of genes fundamental for each organizer. Xirol
would inhibit the expression of bmp-4 in the Spemann Organizer and it would control the Fgf8,
En-2 and Wntl genes in the Isthmus Organizer. In this last process, it would regulate Otx-2
expression in the midbrain and Gbx-2 expression in the hindbrain and thereby it would determine
the Isthmus position.

The specific aims proposed in the thesis were to study the role of this gene during Spemann
and Isthmus Organizer’'s development, through embryological methods and overexpression of
wildtype and chimerical transcripts of Xirol protein. In addition, the capability of the mesoderm
and posteriorizing agents (retinoic acid, FGF and Wnt) to induce this organizer, and the
participation of the transcription factors Otx-2 and Gbx-2 in the induction and positioning of the
Isthmus were analyzed.

It was established that Xirol is expressed in the dorsal mesoderm, and that it acts as a
transcriptional repressor, repressing bmp-4 in this region. This allows the correct establishment
of the Spemann Organizer and subsequent mesoderm dorsalization. Regarding the Isthmus
Organizer, | defined that the axial mesoderm possesses the ability to induce the genes involved
in the positioning of the Isthmus and that FGF and Wnt signals regulate the formation and
position of this domain. It was demonstrated that Otx-2 and Gbx-2 act as repressors and as in
other systems, control the position of the Isthmus Organizer through their mutual transcriptional
repression. Importantly, it was established that Xirol is a new element in the formation of the
Isthmus Organizer which, acting as a repressor, controls the expression of Otx-2, Gbx-2 and
Fgf8. In addition, we developed a novel in vitro system for studying the interactions that define
the Isthmus. It was observed that the in vitro interaction of cells expressing Otx-2 and Gbx-2 was
enough to recreate the events that induce the expression of Fgf8, En-2 and Wnt1 in the embryo. It
was also demonstrated that En-2 expression, in the Otx-2 territory, is induced by the FGF signal
coming from the Gbx-2-positive cells and the activity of Xirol is necessary, in the Otx-2 domain,
for the expression of this gene. Finally, Xirol is able to induce, via FGF, the expression of
Deltal. This gene activates Fgf8 expression in the isthmus and participates in the formation of
the midbrain.

In this thesis we have been able to describe the complex genetic cascades by which the

Glavic Maurer, Alvaro 11
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Iroquois genes control the development and activity of these organizers, which are fundamental
for the correct development of the embryo. In conclusion, the Iroquois genes participate in the
Spemann and I sthmus Organizer development
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

El problema de la Biologia del Desarrollo

El problema fundamental en biologia es como en los seres vivos se establecen las
relaciones entre sus componentes (células, tejidos, etc.) y los agentes externos
(relaciones intra e Inter especies y con el medio ambiente) que llevan a la formacién del
organismo adulto y su conservacion durante la evolucion. El desarrollo embrionario ha
sido estudiado en variados modelos invertebrados y vertebrados, lograndose establecer,
en anos recientes, con relativa precision los eventos que ocurren durante la fecundacion
del oocito y el desarrollo temprano del embrién. Estos procesos tempranos, que
involucran componentes de los padres, definen el curso a seguir en el devenir del
individuo en sus primeras etapas. Luego comienzan a emerger las caracteristicas propias
del cigoto, en procesos caracteristicos que terminan en el individuo como un organismo
independiente en relacién coherente con su medio. Debido a los avances en biologia
molecular, la biologia del desarrollo ha centrado el entendimiento de los procesos
internos del individuo en términos, principalmente, genético-moleculares que han
permitido avanzar de manera significativa, pero fragmentada, en los mecanismos que
definen al organismo como individuo. Queda aun mucho camino por recorrer en la
comprension de los fendbmenos sustantivos en el ambito genético, molecular y
particularmente celular, que definen a partir de los gametos la emergencia del sistema
denominado, individuo.

Glavic Maurer, Alvaro 13
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1. Embriogénesis temprana en Xenopus laevis

1.1. Morfogénesis en Anfibios

Todos los tejidos del animal adulto derivan de tres capas germinales: endodermo
(sistema digestivo y respiratorio), mesodermo (musculo, sistema O0seo y tejidos
conectivos) y ectodermo (epidermis y tejido nervioso). La formacion de estas capas
germinales es uno de los primeros eventos que ocurren en el desarrollo embrionario y se
produce en estrecha vinculacion con el establecimiento del eje dorso—ventral del embrién.
En la Figura 1 se resume el mapa de destino de las capas germinales y se muestran los
centros organizadores implicados en la generacion de las sefales inductivas. Los mapas
de destino celular en Xenopus laevis se encuentran muy bien estudiados y nos muestran
que ya en el estadio de 32 células se pueden identificar las futuras capas germinales.
Mientras que las células del Centro de Nieuwkoop corresponden a endodermo, las
células del Organizador de Spemann formaran el mesodermo dorsal.

Previo a la gastrulacién el embrién es relativamente homogéneo en cuanto a sus
componentes celulares, si bien se distinguen regiones con capacidades inductivas, en su
organizacion no se perciben asimetrias sustantivas. La gastrulacién en el embrion de
Xenopus laevis marca la transformacion de la blastula por una serie de cambios
morfogenéticos o movimientos celulares, en un embriéon donde es posible distinguir las
tres capas germinales. Los movimientos celulares durante la gastrulacion se inician en el
futuro lado dorsal, especificamente en la region ecuatorial donde se juntan los
hemisferios animal y vegetativo, llamada la zona marginal. Es aqui donde se forma el
labio dorsal del blastoporo por el cual migraran al interior del embridon las células
marginales dorsales, estas Ultimas daran origen a estructuras anterior-dorsales
(endo-mesodermo de la cabeza y precursores de la notocorda y somitos), sucesivamente
por los labios lateral y ventral migraran los tejidos mesodérmicos de caracter mas lateral y
posterior.

14
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Figura 1. Resumen de los mapas de destino celular y centros organizadores en el embrién
de Xenopus laevis

A) Embrién en estadio de 32 células mostrando la ubicacion del Centro de
Nieuwkoop. La polaridad dorsoventral ya se encuentra especificada por el
desplazamiento de los determinantes cigoticos del citoplasma. Las lineas indican los
planos de clivaje. B) Durante la gastrulacion temprana, que se inicia en el futuro lado
dorsal del embridn, primariamente se invaginan células endodérmicas marginales,
seguidas por las células precursoras mesodérmicas; en tanto el ectodermo sufre epibolia.
El Organizador de Spemann, ubicado en el labio dorsal se ha activado y el Centro de
Nieuwkoop ya estd inactivo. C) Plano de una seccion a nivel del tronco de un renacuajo
que se muestra en D), SNC= Sistema Nervioso Central.

1.2. Induccién mesodérmica, Mesodermo dorsal y dorsalizacion:

Glavic Maurer, Alvaro 15
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Organizador de Spemann

En Xenopus, el mesodermo se forma durante los estadios de blastula en la regién
ecuatorial del embrién por células que han respondido a agentes maternos (revisado por
Harland y Gerhart, 1997). Durante la oogénesis los transcritos aportados por la madre
determinan que la proteina VegT se localice y acumule en el polo vegetativo del embrién.
Por otra parte, la entrada del espermatozoide gatilla el proceso de rotacion cortical en el
que otra proteina materna, b-catenina, es ubicada preferentemente en el nucleo de las
células de la region dorsal. Ambas actividades maternas cooperan durante el estadio 9,
cuando la induccion del mesodermo se lleva a cabo, para producir un gradiente cigédtico
dorso-ventral en el endodermo prospectivo de varios factores similares a Nodal (Xnrs),
pertenecientes a la superfamilia TGF-b. Durante el estadio de gastrula temprana, altas
concentraciones de estas moléculas, que requieren activa la via de b-cateninas en la
region dorsal del embridon, permiten la induccién del organizador de Spemann en las
células suprayacentes al organizador de Nieuwkoop. En un evento paralelo, la
localizacion de VegT y Vg1 (otra proteina materna) en el lado ventral produce menores
niveles de las sefales similares a Nodal y de esta manera es inducido el mesodermo
ventral (Angius y cols., 2000). En estadio de gastrula, el organizador de Spemann secreta
una variedad de moléculas cigoticas que se contraponen a la accién ventralizante de
proteinas pertenecientes a la familia de ligandos del tipo BMP y Wnt, en un proceso
conocido como dorsalizacion. En este proceso el mesodermo adquiere las caracteristicas
dorso-ventrales que permitiran la formacién de todos los tejidos derivados del
mesodermo. BMPs y Wnts son secretadas por las células competentes que rodean al
organizador de Spemann. Wnt8, uno de los ligandos del tipo Wnt, estaria involucrado en
la especificacion de mesodermo lateral (somitogénico), mientras que BMP-4 seria
responsable de la determinacién de derivados mesodérmicos mas ventrales como son el
corazon, el mesénquima y la sangre (Marom K. y cols, 1999). Asi, BMPs y Wnts
favorecen el desarrollo ventral, mientras que Noggin, Chordin, Frzb1 y Cerberus,
secretados por el organizador, se unen a las proteinas BMP y Wnt, interfiriendo con sus
actividades ventralizantes y promoviendo el destino dorsal (Bouwmeester y cols., 1996;
Piccolo cols., 1996; Zimermann y cols., 1996; Wang y cols., 1996; Leyns y cols., 1996;
Hoppler y Moon, 1998). Asi, los datos sugieren que la polaridad dorso-ventral del
mesodermo es debido al gradiente de actividad de los ligandos del tipo BMP y Wnt
establecido en este eje, el que finalmente especifica diferentes tipos celulares en el
mesodermo (Figura 2).

Una serie de genes cigéticos, expresados durante la formacién del mesodermo han
sido caracterizados, tales como los genes homeobox Xlim-1, Gsc y Siamois, y otros
factores de transcripcion tales como Xbra 'y Mix1.

16
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Figura 2. Esquema de la induccion y diferenciacion dorso-ventral del mesodermo en

Xenopus laevis

Vista lateral de un embrion en estadio de blastula. El tejido mesodérmico se muestra
de color naranjo en la zona ecuatorial del embrién. Las flechas de colores indican el
origen y destino de las diferentes sefiales de diferenciacion. v= ventral, d= dorsal, o=
Organizador de Spemann. B) Vista lateral de un embrion en estadio de gastrula. C) Vista
desde el polo vegetativo de una gastrula. Se muestra la ubicacion e interacciones de los

principales morfégenos.

1.3. Induccién y posicionamiento del sistema nervioso en Xenopus

laevis

El desarrollo del sistema nervioso central se inicia durante la gastrulacion. Durante la
neuralizacién en los vertebrados, el ectodermo se divide en 4 grupos de células: la placa
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neural, que formara el cerebro y la médula dorsal, la epidermis que formara la piel, la
cresta neural que genera diversos tipos celulares tales como neuronas periféricas, glia y
células pigmentadas y las placodas ectodérmicas, que daran origen a los ganglios
craneales, sistema olfatorio periférico, parte del ojo, etc. Se ha establecido que el destino
normal del ectodermo es tejido neural (Wilson P. y Hemmati-Brivanlou A., 1997;
Weinstein D.C. y Hemmati-Brivanlou, 1997). BMP-4 es producido por las células
ectodérmicas e inhibe la diferenciacién neural, promoviendo la formacién de epidermis.
Las mismas moléculas que participan en la dorsalizacion del mesodermo, Noggin,
Chordin y Follistatin, secretadas por el Organizador de Spemann, se unen a BMP-4,
inhibiendo también de esta manera su accion antineuralizante y determinando la
formacion de la placa neural (Hemmati-Brivanlou y Melton D., 1997). Por lo tanto, la
dorsalizacion del mesodermo como la neuralizacion del ectodermo serian mediadas por
la interrelacion entre los factores ventralizantes-antineuralizantes y moléculas
dorsalizantes-neuralizantes secretadas por el Organizador de Spemann, generando un
gradiente de actividad de BMPs y Wnts. Asi, la regulacion apropiada de la cascada de
BMP-4 es critica para la especificacion dorso-ventral tanto del mesodermo como del
ectodermo en Xenopus laevis. A pesar de la redundancia en sus funciones los inductores
neurales serian fundamentales en el desarrollo embrionario. El doble knock out de
Chordin y Noggin carece de estructuras anteriores y no asi los mutantes independientes
de cada proteina (Bachiller y cols, 2000).

1.4. Transduccion de senales: la cascada de los BMPs

La manera en que las células detectan los niveles de inductor/inhibidor, las vias de
transduccién acoplada y sus interrelaciones ha comenzado a dilucidarse recientemente.
Se han identificado dos clases de receptores con actividad serina/treonina quinasa para
los ligandos BMP2/4. En el receptor de tipo Il la actividad proteina quinasa es
constitutivamente activa, mientras que el receptor de tipo | se activa cuando es fosforilado
por el de tipo Il. El receptor activo es un heterotetramero que incluye dos receptores de
cada tipo. Se han logrado avances en la identificacion de varios componentes de la
cascada de transduccion de los BMP, estableciéndose una importante funcion para la
familia de las proteinas SMAD. Estas proteinas de transduccion de la sefial BMP se
agrupan en tres clases funcionales: las R-SMAD (reguladas por el receptor), las
Co-SMAD (co-mediadoras) y las Anti-SMAD (antagonistas de la cascada de
transduccién), asi como para una serie de factores de transcripcion tales como Msx1,
Vent1y Gata1 (Gawantka y cols., 1995; Raftery y Sutherland, 1999).

1.5. Establecimiento del eje antero-posterior (AP)

El sistema nervioso de los vertebrados posee una organizacion estructural y funcional
compleja. El patrén basico de esta organizacion se establece temprano en el desarrollo,
durante la gastrulacion tardia y la neurulacién. Durante la neurulacion el primordio neural
se transforma de una capa de células (placa neural), en un tubo cilindrico conocido como
tubo neural, el que recorre el embridn a lo largo del eje antero-posterior (AP). En el tubo
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neural es posible distinguir, a lo largo del eje AP, cuatro divisiones principales: cerebro
anterior, cerebro medio, cerebro posterior y espina dorsal. Cada una de estas regiones
contienen los precursores que daran origen a las estructuras del sistema nervioso central
del individuo adulto. Ademas de las estructuras nombradas que dan origen
principalmente al sistema nervioso central, derivados de las crestas neurales aportan con
los ganglios del sistema nervioso periférico. Las crestas neurales se derivan del borde de
la placa neural en una posicibn media del eje AP, lo que sugiere una organizacion
antero-posterior en este tejido (Villanueva y cols., 2001).

Se ha determinado que las 4 regiones primordiales del sistema nervioso embrionario
forman posteriormente:

1. El cerebro anterior, que da origen a:

a) telencéfalo, el cual incluye: hipdfisis, area preoptica, nucleo magnocelular,
primordio del hipocampo, etc.

b) diencéfalo, el que incluye: retina, nucleo supraquiasmatico, talamo, nucleo
hipotalamico ventral, etc.

2. El cerebro posterior genera, principalmente, la médula oblongata, el plexus
coroide.

3. La espina dorsal genera la médula espinal.

4. El cerebro medio corresponde, en Xenopus, a una franja de células relativamente
bien definida en su posicion e identidad. Se encuentra entre los cerebros anterior y
posterior y origina el tectum Optico, parte del cerebelo y el tegmento dorsal y ventral
(Esgleson y Harris, 1990). Las estructuras sefialadas derivan de vesiculas producidas
durante subdivisiones progresivas de los 4 dominios principales del sistema nervioso.
Dichas vesiculas poseen caracteristicas moleculares, celulares y morfolégicas
particulares, las que se han utilizado para generar el modelo de Prosémeros (Figura 3)
del sistema nervioso de los vertebrados (Bally-Cuif y Wassef, 1995; Rubenstein y cols.,
1998).
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Figura 3. Modelo de prosomeros del sistema nervioso central de vertebrados

Esquema de un corte sagital de un embrién de ratén. Las divisiones estan denotadas
por sus nombres. En vertebrados es posible definir vesiculas, las que permiten subdividir
el sistema nervioso. Estas divisiones se asignaron por morfologia, como por las
caracteristicas de las células que las componen. Se muestra la expresion de genes
(En-1/2, Fgf8, Wnt1, etc.) que participan en el desarrollo del limite entre el cerebro medio
y posterior.

Como se ha senalado previamente, el fendmeno de induccién neural, resumido en la
interaccion de BMP-4 con los inductores neurales, genera tejido neural de caracter
anterior. Este mecanismo inductivo no da cuenta de las diferencias antero-posteriores
que se observan en el sistema nervioso del embrion en el estadio de neurula tardia. Para
explicar estas diferencias se ha propuesto el modelo de induccion-transformacion.

1.5.1. Modelo de induccién-transformacion

20
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En 1952, Nieuwkoop (Nieuwkoop, 1952) propuso que el eje antero-posterior (AP) del
sistema nervioso se establecia por el siguiente mecanismo: los inductores neurales
especifican tejido neural anterior en todo el futuro sistema nervioso; mas tarde, desde el
extremo posterior del embrién se originaria una sefial que transforma el tejido anterior en
posterior. Esta sefial posteriorizante actuaria en forma de gradiente, con un maximo en el
extremo posterior y un minimo en el extremo anterior (Figura 4). El modelo de
induccién-transformacién descrito no sefala la capa germinal de la la cual proviene el o
los morfégenos. Se ha demostrado que el Organizador de Spemann esta compuesto por
al menos dos centros, uno que tiene capacidad de inducir tejido neural anterior y que
involuciona primero durante la gastrulacién, en el que se expresa Cerberus y Dirkkopf y
otro que posee propiedades inductivas de tejido neural posterior, que involuciona mas
tarde en el desarrollo, que expresa Chordin, Noggin, eFGF y bFGF (Revisado por Sive,
1993; Slack y Tannahill, 1992). Existen de esta manera, dos alternativas, un proceso de
induccioén vertical producido por sefales provenientes del mesodermo que transforman el
ectodermo neural suprayacente y como alternativa la induccion planar, en el que las
sefales provenientes desde la regidn posterior viajan en el plano del ectodermo neural
transformandolo (Figura 4). Este modelo, originalmente propuesto por Nieuwkoop para la
formacion del tejido neural, ha sido recientemente extendido a los pliegues neurales
donde existen diferencias antero-posteriores, tanto a nivel de expresion génica como de
las estructuras que origina (Villanueva y cols., 2002).

Gradienta de FGF
WwWnto RA&

P Mesadarme
Ant-BVP
MNaggin, Cordin,
Follistatin Lahio dorsal
del blastoporo
Ant =Wy nt
Cerberus, Dkk
Frzh
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Figura 4. Modelo induccién-transformacion

En un primer evento senales, como Noggin y Chordin, producidas desde el
organizador de Spemann producen induccién de tejido neural de caracter anterior en el
ectodermo dorsal. Posteriormente en el desarrollo del embrién, moléculas como FGF,
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acido retinoico (RA) y/o ligandos del tipo Wnt, producidas en la regién posterior del
mesodermo transforman el tejido neural anterior, generando distintos tipos celulares en el
eje antero-posterior. Para explicar las diferencias dentro de la region transformada se han
propuesto dos posibles formas de accién de las moléculas transformantes, la molécula
transformante definiria distintos tipos celulares dependiendo de la concentracién de ella a
la cual las células son expuestas en el eje antero-posterior (gradiente) y/o las distintas
moléculas identificadas podrian especificar distintos tipos celulares. Cabe notar que estas
propuestas para explicar la apariciéon de diferencia antero-posteriores no son excluyentes.

1.5.2. Morfégenos posteriorizantes

Distintas evidencias experimentales sugieren que proteinas de la familia FGF, acido
retinoico y proteinas perteneciente a la familia de ligandos Whnt, serian las moléculas con
la actividad posteriorizante (Durston y cols., 1989; McGrew y cols.,, 1997; Cox vy
Hemmati-Brivanlou, 1995; Kolm y cols., 1997). Se observé que la sobreexpresion de los
receptores dominantes negativos para FGF y para acido retinoico y el receptor de acido
retinoico constitutivamente activo (dominante activador), generado mediante fusién de
esta proteina a la regién transactivadora de la proteina viral VP16 (herpes simple) (Kolm y
cols., 1997; Blumberg y cols., 1997) producen alteraciones en la expresién de genes a lo
largo del eje AP. Estas alteraciones incluyen la induccion de genes posteriores en
explantes y la represion de genes de caracter anterior. Se ha determinado que la
capacidad de reprimir genes anteriores de Wnt3a depende de la via de FGF funcional y
por otra parte la propiedad posteriorizante (induccion de genes posteriores) de bFGF,
requiere la actividad de Wnt (McCrew y cols., 1997). Junto a lo anterior, se ha establecido
que ninguna de las tres moléculas posee capacidad inductora intrinseca (Gamse y Sive,
2000; Ribisi y cols., 2000). Es decir, tienen actividad transformante del tejido neural
previamente inducido. Estos antecedentes sugieren que FGF, Wnt y acido retinoico de
forma conjunta estarian involucrados en activar genes posteriores y reprimir genes
anteriores, dando informacion posicional dentro del eje AP.

Una conclusion derivada de la localizacién y eventual accion de las moléculas
posteriorizantes es que el tejido neural mas anterior en el embridon no se posteriorizaria
porque la sefial transformante no alcanzaria esas regiones. Existe, sin embargo la
posibilidad que la regién meso-endodérmica participe activamente durante el fendmeno
de posteriorizacién, evitando que las estructuras mas anteriores del embrién expresen los
determinantes genéticos de la regidn posterior. Esta posibilidad ha sido propuesta por la
actividad que poseen estos tejido de anteriorizar tejido neural posterior en pollo (Foley y
cols., 1997) y por el reciente clonamiento y caracterizacion de Cerberus y Dickkopf. Estas
proteinas poseen la capacidad de inducir cabezas en embriones de Xenopus y se ha
demostrado que unen BMP y Wnt (Glinka y cols. 1997).

1.6. Genes homedticos y patron AP

1.6.1. Genes Hox
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En Drosophila se ha establecido que la identidad de los segmentos en el eje AP esta
determinada por la expresion de genes homeoticos (Lawrence y Morata, 1994).Estos
genes se encuentran agrupados en el DNA, formando un complejo (Hox). La distribucion
3- 5 de los genes corresponde al orden de expresion en el eje AP. ElI complejo
homeodtico se ha conservado durante la evolucién y se encuentra también en vertebrados.
Su expresion define regiones de la espina dorsal y del cerebro posterior. Analisis de
mutantes nulos de ratén para ciertos genes Hox, han mostrado el papel que ellos
cumplen en la determinacién de la identidad de las divisiones existentes en el cerebro
posterior (rombdmeros) (Krumlauf, 1994; Wright, 1993; Lumsden y Krumlauf, 1996; Stern
y Foley, 1998). Ademas, en pollo y Xenopus se ha determinado que la identidad de
ciertos rombomeros esta asociada a la expresién de algun gen homeodtico en particular y
que la expresion de ellos depende de acido retinoico (ltasaki y cols., 1996; Bradley y
cols., 1992; Kolm y Sive, 1995a).

Se ha propuesto una cascada de eventos independientes de acido retinoico,
implicada en la formacién de las estructuras posteriores del embrién. En ella se propone
que eFGF activaria la expresion de Xcad3, en la region posterior, esto mas tarde
permitiria la expresion de los genes del complejo Hox, y restringiria la expresion de Otx2
(Epstein y cols., 1997). Estas conclusiones se encuentran apoyadas por experimentos de
sobre expresion en embriones completos y de tejido ectodérmico cultivado in vitro,
expuesto a eFGF o bFGF y acido retinoico, en los que se han analizando la expresion de
distintos genes Hox. Los fenotipos obtenidos al sobre expresar los genes mencionados
(FGF, XCad3 y ciertos Hox) producen disminuciéon en el tamafo de las cabezas o
embriones que no poseen estructuras anteriores (Kolm y Sive, 1995; Epstein y cols.,
1997; Pownall y cols., 1996).

1.6.2. Genes homeodticos que definen estructuras anteriores

Otro gen homeodtico de la clase bicoid relacionado con la determinacion de la identidad
AP en vertebrados es el homélogo del gen orthodenticle de Drosophila, denominado Otx.
En Drosophila se ha determinado que participa en la formacion de la cabeza junto a el
gen empty spiracles. Los homologos de estos genes han sido caracterizados en los
distintos modelos vertebrados, incluyendo Xenopus; estos genes se conocen como Ofx y
Emx (Bally-Cuif y Boncinelli, 1997).

El analisis funcional de estos genes en raton, realizando mutantes nulos o
heterocigotos, ha permitido establecer que su expresion en las regiones anteriores del
embrién, permiten la formacién del cerebro anterior y medio (Bally-Cuif y Boncinelli, 1997;
Acampora y cols., 1997). En Xenopus, experimentos de sobre expresiéon han demostrado
que al expresar ectopicamente Ofx se producen embriones que poseen colas de menor
tamano y cabezas mucho mas grandes que lo normal (Pannese y cols., 1995; Blitz y Cho,
1995). El gen Otx es inducido en Xenopus durante la primera etapa de la induccion neural
en un territorio bastante amplio del futuro sistema nervioso. Posteriormente, las moléculas
transformantes (bFGF, eFGF, RA y Wnt) restringen su expresion a la regién anterior del
sistema nervioso (Blitz y Cho, 1995).
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1.7. Interaccion célula-célula en la definicion de bordes entre
territorios

1.7.1. Sistema de seifalizacion Notch/Delta

El sistema Notch/Delta estd compuesto principalmente por el receptor, Notch y sus
ligandos, Delta y Serrate, siendo estas proteinas integrales de membrana de tipo Il. Tanto
Notch como Delta poseen un solo segmento transmembrana (Artavanis-Tsakonas y cols.,
1999). Al ser expresadas en células distintas pero adyacentes, Delta puede unirse a
Notch y promover su activacion. La activacion de Notch se produce mediante el corte
proteolitico de dos enzimas. El primer corte ocurre cuando Delta se une a Notch, esto
lleva al reconocimiento del sitio de corte por una proteasa del tipo Furin, posterior a este
primer corte, que elimina gran parte del tallo extracelular de Notch el segundo corte se
lleva a cabo por una TACE proteasa (presinilina) que forma parte del complejo
gama-secretasa. Este segundo corte permite la traslocacion del dominio citoplasmatico
de Notch (ICD) al nucleo de la célula, aqui se une al represor transcripcional Supressor of
Hairless (Su(H)) cambiando su actividad represora a activadora (Artavanis-Tsakonas vy
cols., 1999 y Figura 5). Este sistema de senalizacion célula-célula ha sido descrito en una
variedad de sistemas metazoarios. Fue descrito originalmente en Drosophila,
demostrandose que participaba en el proceso de neurogénesis. Este papel en el
desarrollo embrionario ha sido conservado en vertebrados. Estudios posteriores han
relacionado al sistema Notch/Delta con: la diferenciaciéon neural en la retina de
vertebrados (glia v/s neuronas), la segmentacion de los somitos, la especificacién del
borde dorso-ventral del ala en Drosophila y el establecimiento del limite entre los
compartimentos dorsal y ventral en el tejido precursor del ojo de Drosophila
(Artavanis-Tsakonas y cols., 1999). Asi, el sistema Notch/Delta ha sido utilizado durante
la evolucién en un sin niumero de procesos, en los que los contactos célula-célula juegan
un papel fundamental.
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Figura 5. Esquema del sistema de sefalizacion célula-célula Notch/Delta

La expresion del receptor (Notch) y sus ligandos (Delta y Serrate) en células
adyacentes permite que estas proteinas interactien. Seguido, una furin proteasa (Kuz)
produce un corte de Notch en la regidn extracelular y permite un segundo corte en la
region transmembrana que lleva a la traslocacién del dominio intracelular de Notch al
nucleo de la célula. Aqui interactua con Supressor of Hairless (Su(H)) activando la
transcripciéon de sus genes blanco.

2. El complejo Iroquois

El complejo Iroquois fue identificado primeramente en Drosophila, en el curso de una
mutagénesis disenada para encontrar genes relacionados con la formaciéon de los
organos sensoriales en la mosca (quetas y sensilas). El primer alelo recuperado suprimia
la formacién de las quetas de la regién lateral del mesotorax, dejando presentes solo las
quetas centrales. Posteriormente se demostrd que la falta de quetas era debida a la falta
de expresién de los genes proneurales del complejo Achaete-Scute (AC-S), necesarios
para la seleccidn de las células madres del érgano sensorial. Estos resultados sugirieron
que el locus Iro podia codificar factores que regulaban la expresiéon de AC-S en el
mesotorax lateral.

La caracterizacion de los genes que componen el complejo Iroquois en Drosophila
(Caupolican, Araucan y Mirror) permitieron la identificacion de sus homodlogos en
vertebrados (Bosse y cols., 1997; Bellefroid y cols., 1998; Goémez-Skarmeta y cols., 1998;
Funayama y cols., 1999; Bao y cols., 1999; Goriely y cols., 1999; Tan y cols., 1999;
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Peters y cols., 2000; Christoffels y cols., 2000; Bosse y cols., 2000; Cohen y cols., 2000).
En ratén y humanos se han identificado 6 genes que componen el complejo Iro (Irx71-6)
organizados en 2 grupos (Irx1-3 y Irx4-6), esta organizacion génica, se piensa, proviene
de una duplicacion completa del complejo ancestral, lo que es apoyado por la semejanza
entre los elementos paralogos (Irx1-3, Irx2-5, Irx4-6) (Figura 6).

Iro protein: _HDME_
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Figura 6. Organizacion genémica del complejo Iroquois

Los genes del complejo Iroquois codifican para factores de transcripcion del tipo
homeoproteinas (HD) y han sido clasificados como una familia debido a la presencia de
una region en el extremo carboxilo terminal de la proteina que se ha llamado Irobox (ib).
En Drosophila (Dm) el complejo estda compuesto por tres genes, Araucan, Caupolican y
Mirror. Se ha observado que las unidades transcripcionales comparten elementos
regulatorios. Se indican los alelos mutantes mediante los cuales se caracterizé el
complejo Iro. En ratdn y humanos el complejo Iroquois estd compuesto por 6 genes.
Analisis de las secuencias nucleotidicas sugiri6 que en vertebrados superiores el
complejo sufri6 una duplicacién completa. EI esquema muestra la organizacion del
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complejo y la relacion entre los genes paralogos.

Al menos 4 ortélogos, de los 6 genes de ratdon/humano, han sido encontrados en
otros vertebrados y debido a su similitud a nivel aminoacidica de la region del
homeodominio y de un regién denominada Iro-box (C-terminal), posiblemente relacionada
con la interaccion proteina-proteina, se ha establecido que los genes Iro constituyen una
nueva familia dentro de la clase de proteinas TALE (Burglin, 1997). Aun cuando la funcién
de estos genes en Drosophila y vertebrados es escasamente conocida, se piensa que
ellos se requieren para definir, tempranamente en el desarrollo, la identidad de amplios
territorios en el embrién. Ejemplos de esto son la region dorsal del disco de ojo-antena y
grupos proneurales en el disco de ala en Drosophila y el tejido neural en Xenopus
(revisado por Cavodeassi y cols., 2001).

2.1. Papel del complejo Iroquois en la formacion de la placa neural de
vertebrados

En Xenopus, tres genes Iro han sido identificados hasta el momento (Bellefroid y cols.,
1998, Gémez-Skarmeta y cols., 1998). Dos de ellos Xiro1 y Xiro2 se expresan desde en
comienzo de la gastrulacion en el ectodermo dorsal y se ha determinado que son
esenciales para el desarrollo del tejido neural. Al sobre expresar el mRNA silvestre de
estos genes se expande el territorio neural y se reducen las crestas neurales
(Gomez-Skarmeta y cols., 1998) y su falta de funcion transforma el tejido neural en
epidermis (Gémez-Skarmeta y cols., 2001). La homologia entre Xiro1, 2 y 3 a nivel de
secuencias nucleotidicas, patrones de expresién y fenotipos producidos sugieren que
existe redundancia en sus funciones.

Se han obtenido avances en el mecanismo mediante el cual los genes Iro favorecen
la formacién de la placa neural. Como ya se ha descrito, la induccién de el tejido neural
se produce por una baja de la actividad de BMP-4 en el ectodermo dorsal. BMP-4 se
expresa a través de todo el mesodermo y ectodermo de la blastula, durante la
gastrulacion la expresion de Bmp-4 desaparece del mesodermo dorsal y del ectodermo
dorsal. Dicha represién en la region dorsal del embrion depende de la sefal Wnt, la que
activaria uno o mas represores en esta region (revisado por Harland, 2000). Uno de esos
represores pareciera ser, en el ectodermo dorsal, Xiro1. Xiro1 es activado por la sefal
Whnt, actua como represor en el ectodermo y su sobre expresion reprime la transcripcion
de Bmp-4, mas aun, la sobre expresion de una forma dominante negativa de Xiro?
promueve expresion ectopica de Bmp-4. Es probable que Xiro1 reprima directamente
Bmp-4 ya que se une directamente al promotor de este gen en ensayos de retardo de
banda (Gémez-Skarmeta y cols., 2001). Es interesante notar que la falta de funcion de
Xiro1 en un contexto de falta de funcion de BMP-4 en el ectodermo no produce la
expresion de marcadores neurales, esto sugiere que Xiro7 reprime la expresion de otros
factores que reprimen el destino neural en el ectodermo. Por otra parte, la capacidad de
los genes Xiro de activar la expresion de genes proneurales Xngr-1, Xash3, atonal
(Bellefroid y cols., 1998, Gomez-Skarmeta y cols., 1998) pareciera ser indirecta ya que,
como se ha descrito, este gen se comporta como represor transcripcional.
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2.2,

Papel del complejo Iroquois en las subdivisiones del tubo neural

en vertebrados

2.3.

Durante la neurulacion el patrén de expresion de Xiro1 y Xiro2 se restringe a dos bandas
paralelas a lo largo del tubo neural, que se extienden desde el limite entre el cerebro
medio y posterior hasta la region mas caudal de la placa neural. Xiro3 se expresa de
manera similar pero las bandas de expresién son mas angostas. Estos patrones de
expresion sugieren que los genes Xiro funcionan, luego de la induccion neural, en definir
dominios dentro del primordio neural. Esto ha sido demostrado en embriones de pollo,
donde Irx3, el ortélogo de Xiro3 en conjunto con otros genes que poseen homeodominios
efectian el posicionamiento y diferenciacion del patrén dorso-ventral del tubo neural
(Briscoe y cols., 2000). Pax6, Pax7, Dbx1, Dbx2, Irx3, Nkx6.1y Nkx6.2 se expresan en el
eje dorso-ventral del tubo neural en patrones que se superponen parcialmente, en
respuesta al gradiente de Shh presente en este eje. La combinatoria de factores define 5
tipos celulares (VO, V1, V2, MN y V3). Por ejemplo, la expresion conjunta de Irx3 y Nkx6.1
produce la diferenciacion de neuronas del tipo V2, mientras que la expresion, solo de
Nkx6.1 especifica células MN. Este tipo de eventos han permitido proponer que la
identidad neuronal esta definida por combinatorias especificas de homeoproteinas
(Briscoe y cols., 2000). Represion mutua entre los genes que codifican homeoproteinas
permite la formacion de bordes abruptos en su expresiéon. No se ha determinado si los
genes Iro participa en este tipo de interacciones que llevan al establecimiento de bordes
en vertebrados, como lo hacen sus contrapartes en el borde Notum/Bisagra del disco de
ala y en los compartimentos Dorso/Ventral del disco de ojo en Drosophila(Cavodeassi y
cols.2000).

En Drosophila la formacion de centros organizadores esta asociado al
establecimiento de compartimentos. Estos se establecen por expresion particular de
genes homedticos que definen la identidad celular de los compartimentos, que lleva a su
vez a la expresion de moléculas de adhesion propias de cada sector y estableciendo una
restriccion de linaje. Como se ha mencionado, no se sabe el papel de Iro de vertebrados
en el establecimiento de centros organizadores, ni de la capacidad de estos genes de
controlar la produccion de moléculas de adhesion. Sin embargo, la mayoria de los genes
Iro identificados presenta limites de expresion refinada en el limite entre el cerebro medio
y posterior. Este territorio se comporta, como veremos mas adelante, como centro
organizador tanto para el cerebro medio como para el cerebro posterior en vertebrados.

Papel de los genes Iroquois en el patréon del corazén

Los genes Iro participan también en la subdivision del corazén de vertebrados en
territorios de menor tamafno (Bao y cols. 1999). El corazén deriva de una estructura
tubular unica que da origen a dos tipos de camaras: los ventriculos y las auriculas. En
pollo Irx4 es expresado principalmente en los ventriculos en desarrollo. La expresion
ectépica de Irx4 en las auriculas activa genes especificos de ventriculos. De manera
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contraria, la expresion de una forma dominante negativa de Irx4 en el ventriculo produce
la disminucién de genes especificos de ventriculos y activa la expresion de genes propios
de auricula. Sin embargo, estos cambios en la expresién génica no se extienden a
transformaciones morfolégicas auriculo/ventrivulares. Asi, mas que definir la identidad de
las camaras del corazén, Irx4 probablemente imprime caracteristicas regionales
especificas como las propiedades contractiles y electrofisioldgicas de los tejidos. Ratones
mutantes para Irx4 presentan corazones con morfologia correcta, pero expresan de forma
aberrante genes ventriculares y presentan cardiopatias (Bruneau y cols., 2001). En
contraste a lo observado en Xenopus, Irx4 se comporta como activador de la
transcripcion durante el desarrollo del corazén (Bao y cols., 1999). No obstante, puede
formar un complejo represor de la transcripcion, interactuando especificamente con los
receptores de vitamina D y acido retinoico (RXR) (Wang y cols., 2001). Estos antecedente
sugieren que la actividad transcripcional de los genes Iro es especie especifica y tejido
especifica, siendo modulado su comportamiento transcripcional por interaccion con otras
sefales presentes en el embrion, como por ejemplo acido retinoico.

3. Limite entre el cerebro medio y posterior:
Organizador del Istmo

3.1. Estudios Embriolégicos

En la placa neural es posible distinguir 4 divisiones fundamentales, entre el cerebro
medio y posterior se localiza una estructura que en los ultimos afios ha atraido la atencion
de numerosos investigadores. Esta regién, conocida como limite entre el cerebro medio y
posterior (LCM/P) posee propiedades de organizador (organizador del istmo). Es decir, es
capaz de modificar el destino celular de las células adyacentes a él (revisado en
Alvarado-Mallart, 1993; Joyner y cols., 2000; Liu y Joyner, 2001; Martinez, 2001; Rhinn y
Brand, 2001). Esta propiedad fue descrita originalmente en pollo, extendiéndose
posteriormente a ratdon. Experimentos de transplantes entre pollo y codorniz demostraron
que tejido que incluia la regién caudal del cerebro medio y la regién rostral del cerebro
posterior era capaz de modificar el diencéfalo (region caudal del cerebro anterior) y el
romboencéfalo (region anterior del cerebro posterior) rostral cuando era transplantado a
dichas posiciones en el embrién. Se observé que la identidad del diencéfalo sufria
transformaciones que llevaban a duplicaciones de las estructuras derivadas del cerebro
medio, por otra parte cuando el transplante era incluido en el romboencéfalo, este se
transformaba dando origen a una duplicacién similar pero de estructuras cerebelares
(Gardner y Barald, 1991; Marin y Puelles, 1994; Martinez y Alvarado-Mallart, 1990;
Martinez y cols., 1995; Martinez y cols., 1991). Esto sugirié que en el tejido transplantado
existian actividades con propiedades transformantes que eran capaces de imprimir
identidad de cerebro medio en el diencéfalo y de cerebelo, en el romboencéfalo.
Posteriormente se determiné que en el organizador del istmo se expresan los factores
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secretados Wnt1 y el factor de crecimiento fibroblastico-8 (FGF8) y se sugirié que
posiblemente eran estas proteinas difusibles las responsables de las transformaciones
observadas. Finalmente, experimentos de implantacion de esferas cargadas de FGF8 en
pollo, definieron que la molécula fundamental que otorgaba a este tejido la capacidad
organizadora era FGF8. Esta proteina era capaz de emular las transformaciones
producidas por los transplantes de tejidos y producir la expresion de los genes
involucrados normalmente en el desarrollo del cerebro medio, entre ellos Wnt1 (Crossley
y cols., 1996; Liu y cols., 1999; Martinez y cols., 1999; Shamim y cols., 1999). Estos
primeros antecedentes sobre este, denominado organizador secundario, han llevado a un
gran numero de investigadores a analizar sus propiedades morfogenéticas y estudiar
cdmo este organizador secundario es inducido por las actividades generadas por el
organizador de Spemann u organizador primario.

3.2. Genes involucrados en el establecimiento del organizador del
istmo

3.2.1. Fgf8

Estudios genéticos en pez cebra y ratén apoyan los antecedentes anteriores en términos
de la necesidad de FGF8 para el correcto desarrollo de las estructuras derivadas de las
regiones cercanas al LCM/P (Brand et al., 1996; Meyers et al., 1998; Reifers et al., 1998).
Fgf8 es expresado normalmente por las células del romboencéfalo que estan en contacto
con las células pertenecientes a la region caudal del cerebro medio, dominio que se
caracteriza por la expresion de otra proteina difusible, Wnt1 (revisado en Joynery cols.,
2000; Liu y Joyner, 2001; Martinez, 2001). Experimentos recientes en pollo muestran que
la expresion inicial de Fgf8 aparece en un territorio que coexpresa dos factores de
transcripcién del tipo homeoproteinas, Ofx-2 y Gbx-2. Este dominio de coexpresion
posteriormente a la aparicion de Fgf8 deja de expresar Otx-2, quedando solo la expresion
de Gbx-2. Estos datos han sugerido que la combinacion de ambas homeoproteinas seria
capaz de inducir Fgf8, este activaria la expresion de Gbx-2, él que reprimiria la expresion
de Otx-2 (Garda y cols. 2001; Wurst y Bally-Cuif, 2001).

3.2.2. Pax, Engrailed y Wnt

Si bien la evidencia generada de los estudios en pollo, de transplantes e implantes de
bolitas sugieren que el FGF8 es la molécula inductiva, estudios de mutantes nulos para
FGF8 en raton y pez cebra (acerebellar), descartan su rol en la induccion de los genes
marcadores del limite entre el cerebro medio y posterior (LCM/P), pero sugieren que
FGF8 seria necesario para la mantencién de la expresion de Engrailed y Wnt1(Joyner,
1996; Reifers y cols., 1998). Engrailed-1/2 y los factores homeobox pareados Pax2/5 son
expresados, en pollo y ratdn, en el cerebro medio y posterior. Analisis de Knock-out en
ratén han permitido definir que estos factores de transcripcién son, al igual que la proteina
secretada Wnt1, indispensables para la especificacion correcta del cerebro medio y
cerebelo (revisado en Joyner y cols., 2000; Liu y Joyner, 2001; Martinez, 2001). Ademas,
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del andlisis de los mutantes de estos genes se ha sugerido que la expresion de En-1/2 es
dependiente de Pax2/5 y su mantencion de la sefal de Wnt1, que difunde desde las
células ectodérmicas adyacentes.

3.2.3. Otx

Los genes Otx codifican para factores de transcripcion del tipo homeoproteina, de la clase
bicoid. Han sido identificados en Drosophila y en vertebrados, estableciéndose que su
presencia es indispensable para la correcta formacion de las estructuras anteriores del
embrion. Ademas de este papel en el desarrollo de los sistemas sefialados, sirve de limite
en la formacioén del cerebro medio en vertebrados y ha sido involucrado en la mantencion
y posicionamiento del LCM/P en ratén. Esta aseveracién se sustenta en que al eliminar la
funcién de Otx-1 y 2 (en ratdn), el cerebelo se desarrolla de manera desproporcionada,
comprometiendo gran parte de la cabeza (Acampora y cols., 1997). Esto sugiere que Otx
imprime una restriccion a las sefales que determinan la expresion de los genes
involucrados en el establecimiento del cerebelo, En-2, Fgf8 y Whnt1. Ademas, ratones
trangénicos que expresan Ofx-2 bajo el control de el promotor de En-1 (cerebro medio y
posterior) presentan relocalizacion del organizador del istmo en una posicién mas caudal.
Esto es consecuencia de la expansién caudal de la expresion de Oftx-2, represion de la
expresion normal de los genes propios del territorio del LCM/P y de genes activos en el
romboencéfalo. Los cambios sefalados llevan al reestablecimiento del organizador del
istmo en el nuevo limite caudal de expresion de Oix-2. Se ha sugerido que la
reespecificacién de los marcadores del limite entre el cerebro medio y posterior es
producto de interaccién entre este nuevo limite y las células del cerebro posterior que
contacta las células Otx-2 positivas (Acampora y cols., 1998; Broccoli y cols., 1999;
Katahira y cols., 2000; Millet y cols., 1999; Rhinn y cols., 1998; Wassarman y cols., 1997).

3.2.4. Gbx-2

El gen Gbx-2, caracterizado en Xenopus, pollo y ratén, codifica para un factor de
transcripciéon del tipo homeoproteina y corresponde a una subfamilia compuesta
principalmente por los genes descritos en las distintas especies en que se encuentra
presente (Ortélogos). Es expresado en el primordio neural en la regién mas anterior del
romboencéfalo, denominado rombdmero 1, que esta en contacto con la region caudal del
cerebro medio y que es precisamente donde el organizador del istmo se localiza. Analisis
de sobreexpresion en pollo, mediante electroporacion, ha establecido que Gbx-2, junto a
losotros genes mencionados participa en el posicionamiento de el LCM/P. Por otra parte,
experimentos de mutantes en ratdén, han demostrado que este gen no participa en la
induccién y posiblemente tampoco en la mantencién de En-2, Fgf8 y Whnt1, pero permite
el correcto posicionamiento de estos genes. Al eliminar la funcién del gen Gbx-2 se
dispersa la expresién de los genes En-2, Fgf8 y Whnt1, extendiéndose la expresion de
En-2 hacia una regiéon mas caudal del cerebro posterior (Wassarmann y cols., 1997). Por
el contrario, al realizar un transgénico en ratén que expresa Gbx-2 bajo el control del
promotor de Wnt1, lo que expande el dominio de Gbx-2 al cerebro medio, se produce
represion de Otx-2 y de la expresion normal de los marcadores del LCM/P, generando, de
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manera opuesta al transgénico pEn1-Otx2, embriones que presentan reposicionamiento
de los genes del organizador en una regidon mas rostral. Estos antecedentes, junto a los
datos obtenidos del transgénico pEn1-Otx2 y observaciones realizadas en experimentos
de electroporacioén en pollo, con vectores que codifican para Gbx-2 y Otx-2, han sugerido
que Otx-2 y Gbx-2 poseen actividades transcripcionales opuestas y que estos factores de
transcripcion son los principales elementos en definir la posicién en la que el organizador
del istmo sera inducido.

Gbx-2 ha sido identificado en Xenopus, se ha determinado que, al igual que en pollo
y ratdn, se expresa en el rombomero 1. Ademas se ha establecido que su induccion es
dependiente de acido retinoico (von Bubnoff y cols., 1995). Por ultimo, analisis de
sobreexpresion ha sugerido que este gen controla la expresion diferencial de moléculas
de adhesion (King y cols.,1998) pero su papel en el establecimiento del organizador del
istmo no ha sido aclarado en este vertebrado.

3.2.5. Modelo de induccidn y posicionamiento del istmo en ratén

En resumen, Otx-2 y Gbx-2 son los factores de transcripciébn que se expresan con
patrones definidos, mas tempranamente en el territorio presuntivo del limite entre el
cerebro medio y posterior. Su expresion es complementaria, siendo Ofx-2 expresado en
la region anterior del embrién hasta el cerebro medio, incluyéndolo, mientras que Gbx-2
se expresa en la region rostral del cerebro posterior. Experimentos de perdida y ganancia
de funcién en ratén y pollo han sugerido que estos genes poseen actividades opuestas y
que son capaces de controlar su expresion de manera antagonica, definiendo de esta
manera la posicion en la que el organizador del istmo seréa inducido (Figura 7).

MODELO PROPUESTO EN RATON
§ Gbx2

|

Fgf&
FaxZ2

N

s

Ent/2

cerebro medic M/H  cerebro posterior
|_caudal anterior

Figura 7. Modelo del posicionamiento del organizador del istmo

Actividades antagonicas entre las homeoproteinas Otx-2, expresada hasta la region
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caudal del cerebro medio y Gbx-2, expresada en el territorio rostral del romboencéfalo,
definen la posicion en la que Fgf8 es transcrito. La induccion de Fgf8 activa la expresion
de Pax2/5 en un dominio que abarca el cerebro medio y parte del cerebro posterior. La
presencia de este factor de transcripcion es necesaria para la expresiéon de En-1/2, el que
junto a Fgf8 activan a expresion de Wnt1. Estos genes forman un ciclo autoregulatorio
que consolida el organizador en la region del istmo entre la region caudal del cerebro
medio y la region rostral del romboencéfalo.

En resumen, analizando el conjunto de experimentos realizados en pollo, ratén y
Xenopus el modelo de establecimiento del limite entre el cerebro medio y posterior seria
como sigue:

a.- Induccion neural: Noggin, Chordin y Follistatin disminuirian los niveles de la
actividad antineuralizante de BMP-4, permitiendo la diferenciacion de los pliegues vy la
placa neural de caracter anterior.

b.- Posteriorizacién: FGF, Wnts y acido retinoico difundirian desde el extremo
posterior del embridén generando un gradiente de actividad posteriorizante y con ello las
diferencias antero-posteriores del tejido neural.

c.- Especificaciones antero-posteriores: el gradiente posteriorizante activaria una
serie de factores transcripcionales (ej: Otx-2, Gbx-2, Xiro1, etc.) en regiones especificas
del eje AP. La expresion de estos factores le conferiria distinta identidad AP a las células
donde ellos se expresan (Otx-2:anterior, Gbx-2 y Xiro1.cerebro medio/posterior, etc.)

d.- Organizador del LCM/P: EIl conjunto de actividades génicas descritas activaria el
organizador del LCM/P, el cual seria capaz de ejercer su efecto inductivo del organizador
en células vecinas. Esta actividad inductiva del LCM/P dependeria del factor secretado
FGF8 y conduciria a la activacion de Pax2/5, En-1/2 y Wnt1 en regiones adyacentes.

e.- Especificacion del organizador del istmo: La expresion de En-1/2 'y Wnt1 en el
organizador del istmo permitiria la especificacion de este territorio. El ciclo autoregulatorio
entre En-1/2' y Wnt1 contribuiria a la determinacién del organizador del istmo.

Los antecedentes anteriormente expuestos han permitido plantear la siguiente
hipotesis:
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HIPOTESIS

Xiro1 participarian en Xenopus en la formacién del mesodermo dorsal y en la induccion y
posicionamiento del organizador del istmo y de los genes que lo determinan (Fgf8, En-2y
Wnt1). En este ultimo proceso, regularia la expresién de Otx-2, expresado en el cerebro

medio y Gbx-2 expresado en el cerebro posterior y de este modo determinaria la posicion
de istmo.
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Objetivo General

Objetivo General

Determinar la participacion de Xiro1 en la formacion del mesodermo y del organizador del
istmo y como los genes Xiro1, Otx-2 y Gbx-2, las sefales posteriorizantes (FGF y/o acido
retinoico) y las estructuras mesodérmicas interactian para establece el limite entre el
cerebro medio y posterior.
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Objetivos Especificos

Para responder a la hipétesis se plantean los siguiente objetivos:

Investigar si Xiro1 es expresado en el mesodermo y como este factor de transcripciéni.
participa en el establecimiento del eje dorso-ventral del mesodermo.

Determinar desde qué tejido mesodérmico se originan las sefales que especifican la 2.
posicién del LCM/P en el eje AP. Dado que el mesodermo posee actividades
inductivas, se pretende en este objetivo definir si las distintas regiones AP de este
tejido ejercen efectos sobre la expresidn de genes en el ectodermo que se encuentra
en contacto con ellos. En particular, se espera determinar qué region mesodérmica
(dentro del eje AP) define la expresién de los marcadores del organizador del istmo.

Determinar si acido retinoico, la via Wnt y/o FGF regulan la formacién del organizador3.
del istmo. En este punto, se pretende definir si el proceso de posteriorizacion

participa en el desarrollo del istmo y cual es la identidad de los morfégenos
involucrados.

Analizar si las sefales posteriorizantes controlan la expresion de los genes Otx-2, 4.
Gbx-2 y Xiro1. El andlisis de la relacion entre la expresion de estos factores y las
moléculas transformantes, pretende determinar si la actividad inductiva de los
morfégenos se pudiese deber a la activacion de los factores de transcripcion
sefialados.

Analizar si los genes Otx-2, Gbx-2 y Xiro especifican el organizador del istmo en 5.
Xenopus. Este punto espera resolver si la interaccion de estos factores de
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transcripcién es suficiente para la induccion y posicionamiento del organizador del
istmo.

La combinacion de técnicas de biologia molecular y embriologia clasica, permiten en
Xenopus, realizar experimentos donde se combinan las ventajas y se superan las
desventajas de ratén y pollo en el estudio de los problemas del desarrollo (disecciones y
eliminacion de funciones génicas, respectivamente). En Xenopus es posible realizar
experimentos de perdida de funcién a través de la microinyeccion de mRNAs que
codifican para dominantes negativos, al mismo tiempo es posible realizar explantes,
conjugados de tejidos y transplantes de tejidos que posean alteraciones en la informacion
geénica.

40

Glavic Maurer, Alvaro



MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y METODOS

1. Animales

1.1. Obtencién y crecimiento de embriones de Xenopus laevis

Se mantuvo Xenopus laevis adultos, machos y hembras, en agua, con alimentacioén
trisemanal (corazén de vacuno) y ciclo luz-oscuridad controlado (12 hrs.). Se indujo
la ovulacién mediante la inyecciéon de 850 U de gonadotrofina coriénica humana en
el saco dorsal linfatico de las hembras y se recolecté los oocitos al cabo de
aproximadamente 15 horas a 22°C. Para la obtencion de espermatozoides, se
anestesiaron los animales machos por inmersiéon en agua y hielo, a 4°C por 30 min.
Los testiculos removidos se maceraron en agua destilada para luego ser aplicados
sobre los oocitos. Luego de 10 minutos se agregé agua destilada hasta dejar
sumergidos los oocitos en proceso de rotacion cortical. Después de media hora se
removio la gelatina que cubre los embriones con una solucién de cisteina al 2% en
NAM 1/10 pH 8.1 y se lavaron con NAM 1/10, eliminando la solucién de cisteina. Los
embriones se mantuvieron en NAM 1/10 entre 14 ° - 23 ° C, segun el estadio
embrionario en que se determiné realizar los experimentos (el desarrollo de los
embriones de anfibio es dependiente de la temperatura de incubacioén). Se usé la

Glavic Maurer, Alvaro 41



Papel del Complejo Iroquois en el Desarrollo Embrionario de Xenopus laevis.

clasificacion por estadios de Nieuwkoop y Faber (1967).

Reactivos y Materiales de Embriologia

- Jeringas de inyeccién de 1 ml, desechables (Becton Dickinson, Brasil)

- Cisteina (Merck, Darmstadt, Alemania)

- Ficoll (Polisacarosa 400, NYCOMED)

- Hormona Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG) 5000U.1. (Intervet, Chorulon)
- Pinzas Dupont N°5

- Medio normal de anfibios (Normal Amphibian Medium)

1.2. Generacion de explantes y conjugados embrionarios

1.3.

Los explantes y conjugados fueron realizados utilizando cuchillas de cejas y pinzas en
medio 3/8 NAM. Se removié explantes de ectodermo (CAP animal) en estadio 9 (blastula
tardia) y/o estadio 10 (gastrula temprana) y Notocordas, incluyendo o no mesodermo
precordal de embriones en estadio 13. Los explantes de Keller fueron realizados en
configuracién de emparedado en estadio 10, se incluyo la region dorsal del mesodermo y
la placa neural presuntiva (Keller y cols., 1992). Los explantes y conjugados generados
fueron cultivados hasta el equivalente de neurula para los estudios de hibridacién in situ
simple o doble,segun se indica en la seccion de los resultados.

Microinyeccion de embriones e inducciéon con dexametasona

Se realizé la sobreexpresion de los genes analizados (Tabla 1) mediante inyeccién del
mRNA transcrito in vitro en embriones de Xenopus laevis (Jones y Ribera, 1994). Se
inyectd ya sea en estadio de 1 célula por el polo animal o en 1 de los blastbmeros en
estadio de 2 y/6 4 células (de acuerdo al experimento, se eligio los blastobmeros ventrales
o dorsales). La concentracién de mRNA a inyectar se determiné para cada experimento
(ver resultados). En la Figura | se muestra de modo esquematico como se llevaron a cabo
las inyecciones dirigidas de los mMRNA a mesodermo (sector ecuatorial del embrién) o
ectodermo (polo animal) para asegurar la localizacién final en los dominios ectodérmicos
y mesodérmicos dorsales ¢ ventrales. Como control, se usé embriones no inyectados o
inyectados con el trazador de linaje b -gal en iguales concentraciones (Lombardo y Slack,
1997). Los embriones fueron cultivados hasta varios estadios de desarrollo para estudiar
los efectos de la manipulacion de la expresion de los genes de interés sobre la
dorsalizacion del mesodermo y el patrén antero-posterior del tubo neural. Caracteristicas
que fueron evaluadas mediante hibridaciones in situ o por analisis de la morfologia
embrionaria. La activaciéon de las quimeras inducibles se llevd a cabo mediante adicion de
Dexametasona disuelta en etanol 95%, al medio de cultivo en una concentracion final de
4mg/ml (Kolm y Sive, 1995) en el momento particular del desarrollo en que se deseo
ensayar el papel de los genes de interés.
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Inyeccidn
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Figura I. Esquema de las inyecciones realizadas en los embriones de Xenopus

A) Representacion de la inyeccion de un embridon de dos células en la zona
ecuatorial dorsal. La region dorsal del embrién se reconoce por la zona de menor
pigmentacion del polo animal. B) Representacion de la inyeccion de un embridon de cuatro
células en la zona ecuatorial dorsal (a) o ventral (b). Los blastdmeros dorsales se
reconocen en un embridén con clivaje regular por ser de mayor tamafo y de pigmentacion
mas clara.

2. Técnicas de Biologia Molecular

2.1. Generacion de las Quimeras de Gbx2, Otx2 y Xiro1

2.1.1. Quimeras de Xiro1

Para preparar las construcciones Xiro-EnR y Xiro-VP16 se utilizaron los DNAs EnR-Mix. 1
y VP16Mix.1 (Lemaire y cols., 1998). El homeodominio de Mix.1 fue removido usando
BamHI y Notl y la mayor parte del cDNA de Xiro1 fue insertado utilizando el sitio BamHI
(posicion 440) y el sitio Notl de la regién 3’ del sitio de multiple clonamiento. La fusion
resultante contiene la mayor parte de la region codificante de Xiro1, excepto los primeros
41 aminoacidos. Para generar las construcciones HD-GR, HD-GR-EnR y HD-GR-E1A
primero amplificamos por PCR la secuencia codificante del homeodominio de Xiro1 con
los  siguientes  oligonucleétidos: 5-AACTGAAAGAGAATTCTGGTGTCC-3 vy
5-CCAAAGATG-TTGAGCTCTTCCTTAC-3' o 5-CTTCATTTTTCTCGAGTCTCCTTC-3'.
Los fragmentos resultantes fueron digeridos con EcoRI y Sacl o Xhol, y subclonados en
pBluescript. EI dominio inducible por hormona fue obtenido por PCR desde el plasmidio
MyoD-GR donado por H. Sive (MIT, EE.UU), usando los oligonucleotidos
5-GGCGCCGAGCTCCCCTCTG-3' y 5-GCGGGCTCGAGCCA-CTT-3'. Los fragmentos
generados fueron cortados con Sacl y Xhol y subclonados en pBluescript. Los fragmentos
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de Xiro1 y GR (dominio inducible) se secuenciaron para confirmar que no se incluyeran
errores en la amplificacién. Las regiones amplificadas de Xiro1, digerida con EcoRI y
Sacl, y la regién GR, digerida con Sacl y Xhol, fueron ligadas al plasmidio pCS2-MT
(Turner y Weintraub, 1994) generando el vector pCS2-MT-HD-GR. Las regiones EnR vy
E1A fueron obtenidas desde el vector pCS2-MT-NLS-EnR y pCS2-MT-NLS-E1A
(donados por N. Papalopulu, U. Cambridge, Inglaterra). Estos dominio fueron escindidos
con Xhol y Kpnl e insertados en el vector pCS2-MT-HD-GR, previamente cortado con las
mismas enzimas, generando las fusiones HD-GR-EnR y HD-GR-E1A (Gomez-Skarmeta y
cols., 2001, Figura ).

2.1.2. Quimeras Otx-2y Gbx-2

Los homeodominios de Oifx-2 y Gbx-2 fueron amplificadas con los siguientes

oligonucleotidos: 5-ATGCCGTGAATTCGCTCAGCC-3/,
5-CACTCTCGAGGC-TCACTTCCC-3 (fusién no inducible) o}
5-CTCGGGCCCCTCACTTCCCTGG-3 (fusién inducible) y

5-ACCTGGACTAGAATTCAGATGAC-3, 5-TTGCTTG-CTCGAGCTGCTGG-3’ (fusion
no inducible) o 5-TGCTGGGCCCAGCTGCTGG-3 (fusion inducible) respectivamente.
Los fragmentos generados para las fusiones no inducibles de Oix-2 y Gbx-2 fueron
digeridos con EcoRIl y Xhol y subclonados en pBluescript produciendo los vectores
pBS-Otx y pBS-Gbx, para luego ser secuenciados. Para obtener la fusién E1A, los
vectores pBS-Otx y pBS-Gbx, que contiene las secuencias que codifican para los
homeodominios respectivos y el vector pCS2-MT-E1A fueron digeridos con EcoRI y Xhol,
los fragmentos de los homeodominios obtenidos y el vector linearizado fueron ligados por
separado generando los vectores pCS2-MT-NLS-Otx-E1A y pCS2-MT-NLS-Gbx-E1A. Las
construcciones EnR no inducibles (Otx-EnR y Gbx-EnR) fueron producidas
intercambiando el dominio E1A, escindido con las enzimas Xhol y Kpnl desde los
vectores pCS2-MT-NLS-Otx-E1A (Otx-E1A) y pCS2-MT-NLS-Gbx-E1A (Gbx-E1A), con el
dominio EnR escindido desde el vector pCS2-MT-NLS-EnR con las mismas enzimas de
restriccion.

Las construcciones inducibles fueron realizadas de la siguiente manera: Los
fragmentos generados por PCR (fusiones inducibles) fueron digeridos con Apal y Xhol y
subclonados en pBluescript para posterior secuenciaciéon. El fragmento GR fue obtenido
por PCR utilizando los siguientes partidores: 5-GGCGCCGGGGCCCCCTCTG-3' vy
5-GCGGGCTCGAGCCACTTTTG-3’ y subclonado en pBluescript utilizando las mismas
enzimas de restriccion. Los fragmentos de Ofx-2, Gbx-2 y GR fueron escindidos de los
correspondientes vectores y ligados al vector pCS2-MT para asi generar las
construcciones pCS2-MT-Otx-GR (Otx-GR) y pCS2-MT-Gbx-GR (Gbx-GR). Las fusiones
E1A y EnR fueron producidas incluyendo los dominios E1A y EnR, escindidos desde los
vectores pCS2-MT-NLS-E1A y pCS2-MT-NLS-EnR con las enzimas Xhol y Kpnl, en los
vectores pCS2-MT-Otx-GR y pCS2-MT-Gbx-GR previamente digeridos con las mismas
enzimas de restriccion, generando de este modo las construcciones
pCS2-MT-Otx-GR-E1A (Otx-GR-E1A), pCS2-MT-Otx-GR-EnR (Otx-GR-EnR),
pCS2-MT-Gbx-GR-E1A (Gbx-GR-E1A) y pCS2-MT-Gbx-GR-EnR (Gbx-GR-EnR) (Figura
I). Los sitios de las enzimas de restriccion usadas se encuentran destacados en negrillas
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en los partidores utilizados.
Las condiciones del PCR para generar los fragmentos:
1. 3 min. 94°C
2. 30 seg. 94°C
3. 45 seg. 55°C
4.1 min. 72°C
5. volver a paso 2. 24 veces
6. 10 min. 72°C
7.4°C

2.2. Obtencion de los fragmentos y vectores digeridos y
Secuenciaciéon

Los fragmentos digeridos menores a 1Kb fueron obtenidos directamente de las bandas,
cortadas desde los geles de agarosa al 1%, mediante centrifugacion a 10000r.p.m por
10min., posteriormente precipitadas con etanol y ligados a los vectores pertinentes,
previamente digeridos y purificados, para realizar las fusiones o para secuenciacion. Los
clones en pBluescript fueron secuenciados completamente mediante secuenciacion
automatica (Oligopeptido, Fac. de Medicina, Universidad de Chile) para confirmar la
correcta amplificacion de los homeodominios de los genes anteriormente sefialados. Los
DNAs mayores a 1Kb se obtuvieron mediante el método GENECLEAN.
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Quimeras de Xiro1, Gbx-2 y Otx-2

Xinol, Q-2
3y Ghx2 | -

b} Quimeras no inducibles

Activadora [ %7 [N [eien]

Represora [ Axo7

Represora [[ITHBIIN]  ER ]
Activadora

c) Quimeras inducibles

Figura Il. Esquema de los genes silvestres y construcciones derivadas

a) Esquema de los transcritos silvestres (homeodominio: HD, azul). b) La mayor
parte de la region codificante de Xiro1 se fusioné a la secuencia del dominio represor de
Engrailed (EnR, verde) o a la secuencia de la proteina activadora de la transcripcion
VP16 (VP16, naranjo) generando las fusiones Xiro1-EnR y Xiro1-VP16. Ademas, los
homeodominios de los genes Xiro1, Otx-2'y Gbx-2 (HD, azul) fueron fusionados en fase a
las secuencias codificantes de la regién represora de Engrailed (EnR, verde) o a la
secuencia codificante de E1A (E1A, amarillo). ¢) Se generaron fusiones inducibles para
estos genes. La regién codificante para los homeodominio de estos genes fue fusionada
al modulo GR (GR purpura, region de unién a glucocorticoide del receptor humano de
glucocorticoide, Kolm y Sive, 1995) y a las secuencias del modulo represor EnR o
activador E1A, generando asi las fusiones dominantes represoras inducibles y
dominantes activadoras inducibles. Las fusiones dominantes negativos (Dom.Neg.) se
realizaron fusionando el homeodominio sélo al modulo inducible (GR).

2.3. Transcripcion in vitro de mRNA
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Se transcribi6 mRNA a partir de los cDNA linearizados de los clones donados y de los
producidos en el transcurso de esta tesis. Dependiendo de la orientacion del inserto se
usé la enzima de restricciéon y polimerasa adecuadas (Tabla 1).

La transcripcion de los mRNA para la inyeccién en embriones se realizd mezclando 1
mg de plasmido linearizado, 2,5 mL de tampdn de transcripcion 10x, 2,5 mL de DTT
0,1M, 2,5 mL de mezcla de nucleétidos, 5 mL de GpppGppp 2,5 mM, 1 mL de RNAsin
(20U), agua DEPC hasta completar 25 mL y 1 mL de la RNA polimerasa respectiva. Esta
mezcla se incubd a 37°C durante 20 min. para luego agregar 1 mL de GTP 25 mM vy
continuar la incubacion a 37°C. Después de dos horas se agregé 1 mL de DNAsa | y se
continuod la incubacion a 37°C durante otros 30 minutos. EI mRNA sintetizado se extrajo
con un volumen de una mezcla fenol, cloroformo, alcohol isoamilico 25:24:1, y se
precipitdé agregando 0,1 volumenes de acetato de litio 3 M y 2,5 volumenes de etanol
absoluto. EI mRNA se centrifugd durante 20 minutos a 12000g para luego eliminar el
sobrenadante, lavar con etanol 70% y volver a centrifugar a 12000g durante 5 minutos,
luego de los cuales se eliminé el liquido y secd el mMRNA para finalmente resuspenderlo
en 20 mL de agua DEPC.

Tabla1. Clones utilizados para sintesis de mMRNA. Enzimas de Restriccion y RNA polimeras usadas.
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Gen Enzima de Restriccion RNA Polimerasa |Referencias

b -gal Xba | SP6 Enviado por
F. Broders. Inst.
Curie, Francia.

BMP4 Xhol SP6 Schmidt y cols.,
1995

dnFGFR4 Sall SP6 Hardcastle y cols.,
2000

dnRAR Notl T7 Blumberg y cols.,
1997

dnTCF3 Kpnl SP6 Donado por R.
Moon,
U.Washington, EE.U

Gbx-2 Notl T7 von Bubnoff y cols.,
1995

Gbx-E1A Kpnl SP6 Esta tesis

Gbx-EnR Kpnl SP6 Esta tesis

Gbx-GR Kpnl SP6 Esta tesis

Gbx-GR-E1A Kpnl SP6 Esta tesis

Gbx-GR-EnR Kpnl SP6 Esta tesis

HD-GR Kpnl SP6 Gbémez-Skarmeta y
cols., 2001

HD-GR-E1A Kpnl SP6 Gbémez-Skarmeta y
cols., 2001

HD-GR-EnR Kpnl SP6 Gomez-Skarmeta y
cols., 2001

Otx-2 Kpnl T3 Blitz y Cho, 1995

Otx-E1A Kpnl SP6 Esta tesis

Otx-EnR Kpnl SP6 Esta tesis

Otx-GR Kpnl SP6 Esta tesis

Otx-GR-E1A Kpnl SP6 Esta tesis

Otx-GR-EnR Kpnl SP6 Esta tesis

NICD Notl SP6 McLaughlin y cols.,
2000

NICD-GR Notl SP6 McLaughlin y cols.,
2000

Su(H)-ank-GR Notl SP6 McLaughlin y cols.,
2000

Su(H)-DBM-GR | Notl SP6 McLaughlin y cols.,
2000

VP16RAR Notl T7 Blumberg y cols.,
1997

XFD EcoRl SP6 Amaya y cols.,
1991

Xiro1 Xho T3 Gbémez-Skarmeta y

JU
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cols., 1998

Xiro3

Kpnl SP6 Bellefroid y cols.,
1998

Xiro-EnR Sfil T3 Gdémez-Skarmeta y

cols., 2001

Xiro-VP16 Sfil T3 Gbémez-Skarmeta y

cols., 2001

Enzimas :

- SP6, T3, T7 RNA polimerasas, DNAsa |, BamHI, EcoRI, EcoRV, Sfil, Spel, Notl,
Xbal, Xhol, Hindlll, Kpnl, Taq polimerasa, Expand Long Template Polimerase
(Boehringer, Mannheim, Alemania)

Reactivos de Biologia Molecular

- Acetato de sodio (Merck, Darmstadt, Alemania)

- Agarosa (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

- Alcohol Isoamilico (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

- Cloroformo (Merck, Darmstadt, Alemania)

- DEPC, Dietilpirocarbonato (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

- DTT (Promega, Wisconsin, EE.UU.)

- Etanol (Merck, Darmstadt, Alemania)

- Fenol (Merck, Darmstadt, Alemania)

-GENECLEAN kit (BIO 101 inc., EE.UU)

-GpppGppp, Sal de Sodio de m7G(5 )ppp(5’)G, estructura analoga al cap de mRNA
(New England Biolabs, Beverly, EE.UU.)

- GTP (Pharmacia, Uppsala, Suecia)

-Quickspin columns (Boehringer, Alemania)

- RNAsin, inhibidor de RNAsas (Boehringer Mannheim, Alemania)
-Sephadex G-20 (Merck, Darmstadt, Alemania)

2.4. Analisis de la expresion de los genes estudiados durante el
desarrollo de Xenopus laevis mediante hibridacion in situ

Se utilizdé una variacion del método de Harland (Harland, 1991). Se us6 sondas de RNA
modificadas por la incorporacion de digoxigenina, las cuales fueron generadas a partir de
los cDNA para diversos marcadores mesodérmicos y neurales (Tabla 1). El mRNA para
sondas se sintetizO6 mezclando 1 mL de plasmido linearizado, 2,5 mL de tampdn de
transcripcion, 2,5 mL de DTT 0,1 M, 5 mL de DIGmix, 0,25 mL de RNAsin, agua DEPC
hasta completar 25 mL y 1 mL de la RNA polimerasa correspondiente. Luego de dos
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horas se agregd 1 mL de DNAsa | para continuar la incubacién a 37°C durante 30
minutos para finalmente agregar 75 mL de agua DEPC y eluir la mezcla que contiene el
RNA sintetizado en una columna Sephadex G20 equilibrada en TE pH 7,5 o bien
columnas Quickspin (Roche) con el fin de eliminar los nucleétidos no incorporados al
RNA. En el caso de sintetizar una sonda marcada con fluoresceina (para la realizacién de
una in situ doble, ver siguiente parrafo). EIl mRNA se hizo en condiciones idénticas a las
sefaladas para la confeccion de sondas marcadas con digoxigenina, excepto que se uso
una mezcla de FluoMix.

Los productos de las linearizaciones y transcripciones fueron analizados en geles de
agarosa 1% TAE vy la determinacion de las concentraciones de acidos nucleicos se
realizd por lectura espectrofotométrica a 260 nm. Por lo general la incubacién con la
sonda se realizd a una concentracion de 1 mg/ml.

Tabla 2. Clones para sintesis de Ribosondas. Enzimas de Restriccion y RNA polimerasas usadas.
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Gen Enzima de RNA Polimerasa Marcador Referencia
restriccion
Cerberus EcoRI T7 endo-mesodermo| Bouwmeester y
cols., 1996
Chordin EcoRI T7 mesodermo Sasai y cols.,
dorsal 1994 ,enviado por
DeRobertis
Xvent-1 BamHI T7 mesodermo Onichtchouk y
ventral cols., 1998
Xwnt8 BamHI T7 mesodermo Christian &
ventro-lateral Moon, 1993
Bmp-4 EcoRlI T7 Mesodermo y Donado por
ectodermo J.L.Gomez-Skarm
ventral CBM, Espana.
Xlim-1 Sall SP6 Mesodermo Taira y cols.,
dorsal 1992
Goosecoid EcoRI T7 Mesodermo Choy cols., 1991
dorsal
Xiro1 EcoRI T7 Mesodermo Gomez-Skarmeta
dorsal y placa y cols., 1998
neural
Gbx-2 Hindlll T3 Rombomero1 von Bubnoff y
cols., 1995
Otx-2 EcoRlI T7 Cerebro anterior |Blitz y Cho, 1995
y medio
Pax2 EcoRI T3 Cerebro medio y | Heller y Bradli,
placodas 1997
En2 EcoRl T3 Cerebro medio | Hemmati-Brivanlo
y cols., 1992
Fgf8 Xbal T3 Organizador del | Christen y Slack,
istmo 1997
XWhnt1 Hindlll SP6 Cerebro medio |Wolday cols.,
1993
XDelta1 Xhol T7 Neuronas Chitnis y cols.,
primarias 1995
Xsox2 Xbal T7 placa neural Enviado por Dr.
R Grainger
Xslug Bglll SP6 cresta neural Mayor y cols.,
1995

eta,

Los embriones completos, explantes y/é conjugados, recolectados en los estadios
sefalados, fueron fijados por una hora en MEMFA. A continuacion se retiré el MEMFA y
se hicieron tres lavados de diez minutos con metanol 100 % para luego rehidratar con
tres lavados sucesivos de cinco minutos en metanol 75%, 50% y 25% v/v. Después de
lavar 3 veces durante 5 minutos con PTW se retir6 el PTW y se agregdé tampén de
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2.5.

hibridacion suficiente como para cubrir los embriones que se recambié por tampén fresco
luego que éstos bajaran al fondo del tubo. Se preincubé a 60°C durante 6 horas para
luego someter a hibridacién con las ribosondas marcadas por 16-20 hrs. Luego de la
incubacién con la sonda ya no se mantuvieron las precauciones respecto a las RNAsas y
las soluciones usadas no contienen DEPC. El lavado de la sonda también se hizo a 60°C
con incubaciones sucesivas de 10 minutos cada una con las soluciones de lavado de
sonda 1,2,3 y 4. El ultimo lavado fue de media hora en solucién de lavado de sonda 5. Se
continud con 3 lavados de 5 minutos cada uno con PTW y dos lavados de 5 minutos en
MAB. Luego se agregdé MAB/BMBR, para bloquear los sitios inespecificos a anticuerpos y
se incubd durante dos horas a temperatura ambiente. Al término de este periodo se
cambié el medio por anticuerpo anti-digoxigenina 1/3000 o anti-fluoresceina 1/4000 en
MAB/BMBR y se incubd a 4°C durante la noche. Posteriormente se realizaron 6 lavados
de media hora cada uno con MAB para lavar el anticuerpo. Todos los lavados e
incubaciones se realizaron con agitacién constante. Se reveld mediante el uso de
anticuerpos anti-digoxigenina o anti-fluoresceina acoplados a fosfatasa alcalina. Previo al
revelado las muestras se ambientaron en solucion AP con dos lavados de cinco minutos
luego de los cuales se agregd una solucién de BCIP/NBT en solucion AP para incubar en
ausencia de luz a 37°C durante el tiempo necesario. Después de revelar la hibridacion in
situ los embriones se fijaron en una solucion de formaldehido al 4% en PBS durante una
hora. Posteriormente se hicieron tres lavados de PBS de 5 minutos y un lavado de una
hora para finalmente blanquear los embriones mediante tratamiento con peréxido de
hidrogeno y exposicién a luz fluorescente hasta que no se observd pigmentacion. En el
caso de realizar una in situ doble se procedié a desarrollar primariamente la sonda
antidigoxigenina revelando solamente con BCIP, para luego lavar 2 veces en agua
destilada, incubar en metanol 100 % durante 30 min. a 60 C° y lavar 5 minutos en
metanol 100%. A continuacion se lavd 3 veces en MAB, se preincubdé en MAB/BMBR
durante 15 minutos a temperatura ambiente y se dejé en anticuerpo antifluoresceina
1/4000 en MAB/BMBR a 4° durante toda la noche. Una vez realizados los 6 lavados con
MAB, seguidos por los 2 lavados en solucion AP se revel6 con BCIP/NBT.

Las preparaciones de embriones enteros o de cortes embebidos en parafina
(secciones de 12 mm) se observaron con microscopia de luz.

Reaccion de b-Galactosidasa (b - gal) in situ

En algunos experimentos se coinyectdé como trazador de linaje mRNA de b -
galactosidasa (b -gal). Para detectar el producto de la reaccion (de color turquesa) en los
conjugados y embriones se procedié a retirar la membrana vitelina de los embriones en
forma mecanica utilizando pinzas finas para luego fijarlos en MEMFA durante una hora.
Luego se lavaron dos veces durante cinco minutos cada vez con PBS en agua DEPC vy
se incubaron a 37°C en ausencia de luz durante el tiempo necesario en una solucién de
Xgal 0,1% en tampon X-gal. Finalmente se lavaron dos veces con agua DEPC durante
cinco minutos para luego fijar nuevamente en MEMFA durante una hora. A continuacion
se desarrollo el protocolo de hibridacion in situ.
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2.6. Inmunodetecciéon de Myc

En alguno de los experimentos se detectd la proteina producida por el embridon al ser
inyectado con el mRNA que codifica la proteina de interés. Esto se logré mediante el
epitopo Myc incluido en fase en las proteinas quiméricas. Posteriormente al revelado de
la hibridacion in situ se bloqueé con MAB/BMBR por 30 minutos. Luego se retird el
bloqueador y se agregd una dilucién 1/1000 del anticuerpo monoclonal anti-myc (BabCo)
en MAB/BMBR, en la que los embriones fueron incubados 14-18 horas a 4°C. Luego se
lavaron los embriones con MAB 4 veces por 30 minutos y se agregé el anticuerpo
secundario anti-ratén en dilucion 1/200 en MAB/BMBR el cual se incubd por 6 horas.
Completado el tiempo de incubacién del anticuerpo secundario se procedié a lavar con
PBS 4 veces por 30 minutos y se incubaron los embriones en DAB por 15 minutos,
seguido, se adicion6 a la DAB un pL de una dilucion de peroxido de hidrogeno 1/10. Se
siguio la reaccion bajo lupa hasta obtener la tincion deseada. La reaccion fue detenida
lavando 2 veces por 5 minutos con PBS y posterior fijacién con solucion de formaldehido
en PBS.

3. Reactivos para Hibridacion in situ

- Acido maleico (Merck, Darmstadt, Alemania)
- Anticuerpo 1° anti-digoxigenina (Boehringer, Mannheim, Alemania)
- Anticuerpo 1° anti-fluoreceina (Boehringer, Mannheim, Alemania)
- Anticuerpo 2° anti-mouse Fb (Amersham Life Science, Little Chalfont, Inglaterra)
- Anticuerpo anti-myc (Babco, Richmond, EE.UU.)
- BCIP (Merck, Darmstadt, Alemania)
- BMBR, Boehringer Manheim Blocking Reagent (Boehringer, Manheim, Alemania)
- Citrato de sodio (Merck, Darmstadt, Alemania)
- CHAPS (Sigma, St. Louis, EE.UU.)
- Cloruro de magnesio (Merck, Darmstadt, Alemania)
- Cloruro de sodio (Merck, Darmstadt, Alemania)
- DAB (Sigma, St. Louis, EE.UU.)
- Deoxicolato de sodio (Sigma, St. Louis, EE.UU.)
- EDTA (Merck, Darmstadt, Alemania)
- EGTA (Merck, Darmstadt, Alemania)
- Formamida (Merck, Darmstadt, Alemania)
- Heparina (Sigma, St. Louis, EE.UU.)
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- H202 30% (Sigma, St. Louis, EE.UU.)
- K3Fe(CN)6 (Merck, Darmstadt, Alemania)
- K4Fe(CN)6*3H20 (Merck, Darmstadt, Alemania)
- Metanol (Merck, Darmstadt, Alemania)

- MgCI2 (Merck, Darmstadt, Alemania)

- MOPS (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

- NBT (Merck, Darmstadt, Alemania)

- NP-40 (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

- Paraformaldehido (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

- Polivinilpirrolidona (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

- RNA de térula (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

- TRIS (Merck, Darmstadt, Alemania)

- Tween 20 (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

- X-gal (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

- Xileno (J.T.Baker, Phillipsburg, EE.UU.)

3.1. SOLUCIONES

- Agua DEPC (DEPC 0.1% "/V en agua)

- DIGmix: 10 mM CTP, GTP, ATP, UTP y digoxigenina 11-UTP 10 mM (Boehringer,
Mannheim, Alemania)

- Fluomix: 10 mM CTP, GTP, ATP, UTP y fluoresceina 12-UTP 10 mM (Boehringer,
Mannheim, Alemania)

- NTPmix (ATP 10 mM, CTP 10 mM, UTP 10 mM, GTP 1 mM) (Pharmacia, Uppsala,
Suecia)

- Denhardt 50X (Ficoll 0,1%, polivinilpirrolidona 0,1% y BSA 0,1%)

- MAB, Tampdn de acido maleico (acido maleico 100 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5)
- MAB/BMBR, (BMBR 2% en MAB)

- MEMFA (MOPS 0,1 M pH 7, EGTA 2 mM, MgSO4 1 mM, formaldehido 4%)

- PTW (Tween 20 0,1% en PBS 1X)

- Solucion AP (TRIS 100 mM, MgCl
- Solucién de lavado de sonda:
Formamida 50%, SSC 2X, Tween 20 0,1% V/V
Formamida 25%, SSC 2X, Tween 20 0,1% V/V
Formamida 12,5%, SSC 2X, Tween 20 0,1% V/V

5 50 mM, NaCl 100 mM, Tween 20 0,1%, pH 9,5)
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SSC 2X, Tween 20 0,1% "/V
SSC 0,2X, Tween 20 0,1% V/V
- SSC 20X (NaCl 3 M, Citrato de sodio 0,3 M pH 7,4)

- Tampén de Hibridacion ( Formamida 50%, SSC 5X, RNA de térula 1mg/mL,
Heparina 100 mg/mL, Denhardt 1X, Tween 20 0,1%, EDTA 10 mM, CHAPS 0,1%)

- Tampodn de Transcripcion (Tris pH 7,6 200 mM, MgCl,, 30 mM, espermidina 20mM,

Boehringer, Mannheim, Alemania) 2
- NAM (NaCl 110 mM, KCI 2 mM, Ca(NO3)2 1 mM, MgSO4 1 mM, NazEDTA 0,1
mM, NaHCO3 1 mM, Na3PO4 2mMpH7,4)

Fe(CN),*3H,O 20 mM, Deoxicolato de

- Solucién X-gal (K Fe(CN)6 20 mM, K 6 2H,

Sodio 0,01% p/V, NP-40 0,02% v/V en PBS)

- PBS 20X (5,12 g NaH,PO ,*H,0O, 23, 88 g Na,HPO ,*H,0O, 204, 4 g NaCl, 800 ml

2 74 2 2 4 2
HZO destilada, pH 7,4).

4
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1. Xiro1 participa en el establecimiento del
mesodermo dorsal en Xenopus

Estudios previos han mostrado que Xiro1, 2 y 3 se expresan en el tejido neural desde el
comienzo de la gastrulacion (Gémez-Skarmeta y cols., 1998; Bellefroid y cols., 1998).
Durante el transcurso de esta tesis, se observd que la sobreexpresién de Xiro71 en
particular, producia embriones con fenotipos morfolégicos que sugerian alteraciones en el
patrén dorso-ventral del mesodermo. Este resultado nos motivo a analizar con mayor
detencion el patrén de expresion de Xiro1 y su posible papel en el establecimiento del
organizador de Spemann.

1.1. Xiro1 es expresado en el organizador de Spemann y sus
derivados

Mediante hibridacién in situ detectamos, en embriones en estadio 10 (gastrula temprana),
expresion de Xiro1 en la region dorsal del mesodermo y endodermo. Esta expresion es
muy débil para ser detectada en embriones completos y fue reconocible sdélo al seccionar
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sagitalmente embriones en dicho estadio (Figura 8A). Para determinar el territorio en el
cual Xiro1 es expresado, comparamos el patron de expresiéon de Xiro1 con el dominio de
expresion observado para otros genes involucrados en el desarrollo del mesodermo
dorsal. Realizamos hibridaciones in situ para los genes Chordin (Chd), Goosecoid (Gsc) y
Cerberus (Cer) en embriones en estadio 10, los que fueron posteriormente seccionados
para asi comparar sus territorios de expresion con el de Xiro1. Observamos que Xiro1 es
expresado en la zona marginal dorsal en involucion, en un dominio que esta separado del
labio dorsal del blastoporo. Esta regién corresponde al dominio anterior de expresion de
Chordin y al territorio posterior en el que es posible detectar transcritos de Goosecoid y
Cerberus (Figura 8B-E). La expresion mesodérmica de Xiro1 continla después de la
gastrulacioén y es facilmente detectado en la notocorda de embriones seccionados (Figura
8F), como también en los somitos de embriones en estadio 25 (Figura G y H). Ambos
tejidos son derivados embrionarios del mesodermo dorsal. En estadio de larva natatoria
(tailbud) la expresion de Xiro1 puede ser detectada en el tubo neural, somitos y notocorda
(Figura Gy H).

Figura 8. Patrén de expresion de Xiro1

(A) Secciones sagitales de embriones en estadio 10+ fueron analizadas mediante
hibridacién in situ para Xiro1 (flecha). Punta de flecha: blastoporo. (B-E) Embriones
fueron fijados en estadio 10+ y después de la hibridacion in situ fueron seccionados en
mitades para observar la expresion génica interna. El borde de la cavidad blastocélica es
indicado por la linea negra (arriba); la punta de flecha indica el labio dorsal del blastoporo
(abajo). (B) La expresion de Xiro1 en la zona marginal en involucion es indicada por la
linea blanca; asterisco: expresiéon ectodérmica. (C) Expresién de Chd. (D) Expresion de
Gsc. (E) Expresion de Cer. La expresion de Xiro1 se indica en los tres casos (C-E) para
mostrar el solapamiento con Chd, Gsc y Cer. (F) Después de la gastrulacién, la expresion
de Xiro1 es detectada en el ectodermo (flecha), notocorda (n, punta de flecha), (seccion
sagital estadio 17). (G) En estadio 25, Xiro1 se localiza en el tubo neural y puede ser
facilmente observada en los somitos (flecha). (H) Seccién de un embridon de estadio 25
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luego de la hibridacion in situ para Xiro1. La expresion es detectada in la notocorda
(punta de flecha), somitos y tubo neural (n: notocorda; NT: tubo neural).

1.2. Xiro1 es capaz de inducir ejes secundarios y controlar el patrén
del mesodermo actuando como represor transcripcional

La funcion de Xiro1 fue estudiada mediante inyeccion de mRNAs sintetizados in vitro que
codifican para Xiro1 silvestre o sus distintas proteinas de fusion. Estas quimeras fueron
construidas usando el dominio represor de la proteina Engrailed o la region
transactivadora de la de la proteina viral VP16, los que fueron fusionados en fase con un
fragmento que comprende gran parte de la region codificante de Xiro1 (Xiro1-En y
Xiro1-VP16). Otras construcciones fueron realizadas usando solo la region codificante
para el homeodominio de Xiro1 y las proteinas sefialadas (ver materiales y métodos,
Figura Il). Inyecciones de Xiro1, Xiro1-En y HD-GR-EnR (o Xiro1-En-GR) en estadio de
dos células producen ejes secundarios parciales (Figura 9A-C). La frecuencia de ejes
secundarios fue mayor utilizando el sistema inducible, lo que probablemente esta
relacionado con la mayor estabilidad de la proteina HD-GR-EnR comparada con la de la
proteina Xiro1 (Tabla 3). Por otra parte, la inyeccibn de HD-GR-E1A (denominado
también Xiro1-E1A-GR) inhibe la formacion de estructuras dorso-anteriores y los
embriones inyectados con esta construccion carecen de ojos y otras estructuras cefalicas
y presentan glandulas de cemento reducidas en tamano (Figura 9D). Los efectos
descritos para la sobreexpresion de las construcciones inducibles no fueron observados
en los embriones controles crecidos en ausencia de dexametasona en el medio de
cultivo.
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Figura 9. Fenotipos producidos por la sobreexpresion de Xiro1 y sus construcciones

(A-C) Inyeccion de los mRNAs de Xiro1 y de su fusién represora, inducible o no, en
un blastémero en estadio de dos células, en la regidon presuntiva del mesodermo ventral
produce ejes secundarios parciales (puntas de flechas). Este fenotipo fue producido en
alrededor de 20% de los casos. (D) Por otra parte, la sobreexpresion de la fusion
dominante activadora, en la regién presuntiva del mesodermo dorsal, produce embriones
carentes de ojos y con estructuras anteriores reducidas (punta de flecha). Inset en C
muestra la ausencia de fenotipo en un embrién no tratado con dexametasona.

La similitud de los efectos para Xiro1 y las construcciones represoras, inducibles o
no, y el efecto opuesto para la fusibn dominante activadora sugieren que Xiro1,
probablemente se comporta como represor transcripcional en el mesodermo.

Para explicar los ejes secundarios producidos por la sobreexpresion de Xiro1 y la
fusion represora, y tomando en consideracion que Xiro1 es expresado en la region del
organizador de Spemann, decidimos analizar si la expresion de los genes propios de este
organizador eran afectados por estos tratamientos. Los embriones fueron inyectados con
Xiro1 o Xiro1-En en la region ecuatorial (mesodermo presuntivo) en uno de los
blastdmero en estadio de dos células y la expresién de los genes del mesodermo dorsal,
Chordin (Chd) y Goosecoid (Gsc) fue analizada en estadio de gastrula temprana (Estadio
10). La expresion ectépica de ambos transcritos produce induccion de los marcadores
dorsales Chd y Gsc en territorios laterales y ventrales en la mitad inyectada del embrion
(Figura 10A-D, Tabla 3). Como Xiro1 y su fusion represora inducen la expresion de genes
del mesodermo dorsal en el mesodermo ventral, investigamos el efecto de estas
inyecciones sobre genes que se expresan normalmente en el mesodermo ventral. Los
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embriones fueron tratados del mismo modo y la expresion de los genes ventrales, Xvent1
y Xwnt8, fue analizada. Ambas inyecciones inhiben la expresién de los marcadores
ventrales Xvent1 y Xwnt8 (Figura 10E-H). La observacion que Xiro1 y su fusion represora
producen efectos similares, sugiere que Xiro1 podria funcionar como represor en el
mesodermo. Finalmente, la induccion ectdpica de genes dorsales (Chd y Gsc) y represion
de genes ventrales (Xvent1 y Xwnt8) producidos por Xiro1, podrian explicar la induccion
de los ejes secundarios observados en embriones que sobreexpresan este gen.

Xiro1 Xiro1-En

Gsc

Xvent-1

Xwnt-8

Figura10. Xiro1 regula la expresiéon de genes mesodérmicos mediante represion

Al inyectar 2ng de Xiro1, en un blastobmero en embriones en estadio de dos células
en la region presuntiva del mesodermo ventral (A, C, E 'y G), o 2ng de Xiro1-En (B, D, Fy
H) se observa expresion ectopica de Chordin (A y B: puntas de flechas, A: 37% n=104 y
B: 38% n=132) y Goosecoid (C y D: puntas de flechas, C: 34% n=95 y D: 54% n=131).
Los genes ventrales son inhibidos por estos tratamientos. Xiro7 inhibe la expresion de
Xvent1 (E) y Xwnt8 (G) en 89% y 91% del los casos, respectivamente (E y G: puntas de
flechas, E: n=162 y G: n=172), mientras que Xiro7-En produce el efecto inhibitorio en 92%
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(F: punta de flecha, n=158) y 97% (H: punta de flecha, n=129) de los casos analizados.
Todas las figuras son vistas desde el polo vegetativo, de embriones en estadio 10.25
orientados con la region dorsal hacia arriba.

Continuando con el andlisis de la actividad transcripcional de Xiro1, evaluamos los
efectos producidos por la sobreexpresion de las construcciones dominante activadoras de
Xiro1, Xiro1-VP16 y HD-GR-E1A, sobre la expresién de genes expresados normalmente
en el mesodermo dorsal. La expresion de Chordin, Goosecoid y Xlim-1 fue analizada en
embriones inyectados con Xiro1-VP16 o Xiro1-GR-E1A. Como la expresién de estos
marcadores se localiza en la regién del mesodermo dorsal, las inyecciones fueron
dirigidas a la region ecuatorial de un blastomero, en el lado dorsal del embrion en estadio
de dos células. La inyeccion de ambas construcciones inhibe la expresion de los genes
Chd, Gsc y Xlim-1 (Figura 11A-D). Los efectos similares producidos por Xiro7 y la fusion
represora (inducible o no) y los efectos opuestos generados por la sobreexpresion de las
construcciones dominantes activadoras (Xiro7-VP16 o HD-GR-E1A) sugieren fuertemente
que Xiro1 participa como represor de la transcripcion en el establecimiento del patron
dorso-ventral del mesodermo.

Habiendo mostrado que Xiro7 y las quimeras generadas producian efectos sobre el
patron dorso-ventral del mesodermo, evaluamos la especificidad de los fenotipos
descritos, para ello realizamos experimentos de rescate. Embriones en estadio de dos
células fueron inyectados en un blastomero en la region ecuatorial con HD-GR-EnR o una
mezcla estequeométrica de HD-GR-EnR y HD-GR-E1A y posteriormente tratados con
dexametasona en estadio de blastula. En ambas construcciones se incluyo el epitopo
Myc, para localizar el sitio de inyeccion. Se analizé tanto la expresion de Xvent1 como la
aparicion de ejes secundarios. Como se describié anteriormente, HD-GR-EnR reprime la
expresion de Xvent1 (Figura 12A) e induce ejes secundarios (Figura 12C). Sin embargo,
ambos fenotipos pudieron ser revertidos al coinyectar HD-GR-EnR con HD-GR-E1A
(Figura 12B y D), indicando la especificidad de los efectos descritos.

62

Glavic Maurer, Alvaro



RESULTADOS

Figura 11. La proteina de fusién activadora de Xiro1 causa represion de los genes
dorsales

La sobreexpresion de 2ng de Xiro7-VP16 en un blastdmero en embriones en estadio
de dos células, en la regién presuntiva del mesodermo dorsal, reprime la expresién de
Chordin (A: punta de flecha, 63% n=89), Goosecoid (B: punta de flecha, 60% n=62) y
Xlim-1 (C: punta de flecha, 79% n=76). La inyeccion dorsal de 0.5ng de HD-GR-E1A y
posterior tratamiento con dexametasona desde estadio 5 causa la misma inhibicién de la
expresion de Chordin (D: punta de flecha, 83% n=32) y Goosecoid (83% n=30, dato no
mostrado), b: labio dorsal del blastoporo.
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HD-GR-EnR/

HD-GR-ENR HD-GR-E1A

Xvent-1

Phenotype

Figura 12. Los efectos de HD-GR-EnR son mediados por su homeodominio

La inhibicion de Xvent1 producida por la inyeccion de 0.5ng de HD-GR-EnR (A: punta
de flecha, 94% n=54) puede ser revertida mediante la coinyeccion de una cantidad
equivalente de HD-GR-E1A (B: punta de flecha, 22% n=119). La tincién de Myc se
muestra incluida en la linea negra. EI mismo resultado se obtiene al analizar la formacion
de ejes secundarios producidos por 0.5ng de HD-GR-EnR (C: punta de flecha, 37%
n=30). Coinyeccion de cantidades iguales de HD-GR-EnR y HD-GR-E1A rescata el
fenotipo de ejes secundarios parciales (D: 0% n=32).

1.3. La funcién de Xiro1 depende de la expresidon de Bmp4 en el
mesodermo

Ha sido demostrado que BMP-4 posee capacidad ventralizante y controla la expresion de
muchos de los genes analizados en este estudio. Con el fin de investigar si Xiro1 era
capaz de reprimir la expresion de Bmp-4, un blastémero ventral de embriones en estadio
de cuatro células fue inyectado con Xiro1 o Xiro1-En y la expresion de Bmp-4 fue
analizada en estadio de gastrula temprana. Las inyecciones fueron dirigidas a la region
ecuatorial o al hemisferio animal. Se observa una clara inhibicion en la expresién de
Bmp-4, tanto en el mesodermo (Figura 13A y B, Tabla 4) como en el ectodermo (Figura
13C y D), confirmando observaciones previas (Gomez-Skarmeta y cols., 2001). Como la
inhibicion de Bmp-4 es capaz de dorsalizar los embriones y generar todos los efectos
descritos en este analisis para la sobreexpresion de Xiro1, estudiamos si los efectos
podian ser rescatados coinyectando Xiro7 con el mMRNA de Bmp-4. Los embriones fueron
inyectados con HD-GR-EnR y tratados con dexametasona de la forma previamente
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sefalada, con el propdsito de inhibir la expresion de Xvent? e inducir el desarrollo de ejes
secundarios (Figura 14A y C). Al realizar la inyecciéon de los embriones junto con
transcritos de Bmp-4, la expresion de Xvent1 fue rescatada y la formacion de ejes
secundarios inhibida (Figura 14B y D, Tabla 4). Estos resultados muestran que
probablemente Xiro1 participa en el patrén dorso-ventral del mesodermo como represor
transcripcional y que la actividad dorsalizante observada en esta tesis, depende de la
propiedad de Xiro1 de reprimir la expresiéon de Bmp-4 en el mesodermo.

Figura 13. Xiro1 reprime la expresion de Bmp-4

Los embriones fueron analizados para la expresion de Bmp-4 (A y B: vista
vegetativa; C y D vista animal). Sobreexpresién de 2ng de Xiro1 o de Xiro1-En, en un
blastbmero de embriones en 4 células, reprime la expresion de Bmp-4. Xiro1 reprime la
expresion de Bmp-4 en el mesodermo ventro-lateral y el ectodermo (A y C: puntas de
flecha, 95% n=41). Xiro1-En se comporta de manera similar, reprimiendo la expresion de
Bmp-4 en el 98% de los casos (B y D: puntas de flecha, n=53).
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HD-GR -Enk

Xvent-1

Phenotype

HD-GR -EnRY/
Bmp- 4

Figura 14. El fenotipo generado por HD-GR-EnR puede ser rescatado por la coinyeccion

con Bmp-4

La inyeccion de 0.5ng de HD-GR-EnR en un blastémero ventral en estadio de cuatro
células inhibe la expresién de Xvent1 (A: punta de flecha, 91% n=23). La tincién de Myc
ha sido marcada con la linea negra. (B) Rescate de la expresion de Xvent1 mediante la
coinyeccion de cantidades iguales (0.5ng) de HD-GR-EnR y Bmp-4. Flecha muestra el
lugar de rescate de la expresion. Los ejes secundarios generados por la inyeccion de
0.5ng de HD-GR-EnR (C: punta de flecha, 37% n=30) parecen ser producto de la
inhibicion de Bmp-4, ya que la coinyeccion de Bmp-4 y HD-GR-EnR rescata el fenotipo de
ejes secundarios (D, 0% n=44).

Tabla 3. Efectos de Xiro7 sobre el patréon del mesodermo

. ., , . d
% de induccion (numero de embriones)

% de represién (numero de embriones)

a
Secondary Axishordin gsc Xvent-1 Xwnt-8 bmp-4
Xiro1 23 (n=149) |37 (n=104) |34 (n=95) |89 (n=162) |91 (n=172) |95 (n=41)
EnR-Xiro |22 38 54 92 (n=158) |97 98
(n=44) % |(n=132) (numere131) embriones) (n=129) (n=53)
inhibicién de
VP16-Xiro |63% (n=67) [63% (n=89) |60% (n=62) |- - -

Las inyecciones fueron realizadas en un blastomero en estadio de 4 células en la
presuntiva zona marginal ventral (a) o dorsal (b).
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Tabla 4. Los efectos de Xiro pueden ser rescatados por su dominante negativo y por BMP-4

% de induccion de
ejes secundarios (numero
de embriones)

% de represion de
la expresion de
Xvent1 (niUmero de

embriones)
HD-GR-EnR 35 (n=80) 92 (n=77)
HD-GR-EnR/HD-GR-E1A|0 (n=72) 22 (n=119)
HD-GR-EnR/BMP-4 0 (n=90) 17 (n=73)

2. Induccioén del limite entre el cerebro medio y
posterior en Xenopus

2.1. Expresion de los genes Otx-2, Gbx-2 y Xiro1y su relacién con el
organizador del istmo en Xenopus

En pollo y ratén la expresion de los factores de transcripcion Otx-2 y Gbx-2 son los
primeros elementos detectados en la region presuntiva del limite entre el cerebro medio y
posterior. Como primer paso en el andlisis de la funcién de estos genes y de la
homeoproteina Xiro1, en la induccién y posicionamiento del organizador del istmo
durante el desarrollo de Xenopus, realizamos hibridaciones in situ doble de
combinaciones de estos genes y marcadores moleculares del istmo. Como ha sido
descrito previamente, la expresion de Otx-2 es restringida durante la gastrulacion a la
region anterior del embrién (Blitz y Cho, 1995), para el final de la gastrulacion, Otfx-2 se
localiza en la region anterior de la placa neural, incluyendo el cerebro anterior y cerebro
medio. En este momento comienza la expresion de Gbx-2 (von Bubnoff y cols., 1995) en
dos parches simétricos dentro del tejido neural, los que en su dominio anterior se
superponen con células que expresan Ofx-2 (Figura 15A). Una imagen de mayor
magnificacion muestra una poblacién de células mezcladas que expresan estos
marcadores (Figura 15A, inset). Para mediados de la neurulacion la poblacion de células
mezcladas es separada (Figura 15B) y es posible observar, en secciones, una expresion
tenue y en gradiente de Otfx-2. En los mismos embriones, Gbx-2 es detectado en este
tenue dominio de expresion de Otx-2 (Figura 15B, inset). Finalmente, para fines de la
neurulacion el dominio de expresion tenue y en gradiente de Otx-2 se restringe y el frente
entre las expresiones de Otx-2 y Gbx-2 se hace mas definido (Figura 15C e inset).
Durante los estadios mas tempranos analizados, Xiro1 es coexpresado con Otx-2 y
Gbx-2 (Figura 15D y G). El territorio de coexpresién de Xiro1 con Otx-2 corresponde a la
region del cerebro medio presuntivo. La superposicion entre el dominio mas anterior de
expresion de Xiro1 y el dominio mas caudal de Otx-2 se mantiene y refina durante el
desarrollo (Figura 15E y F) y es donde En-2 es expresado (Gémez-Skarmeta y cols.,
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1998). En-2 es expresado principalmente en la region posterior del cerebro medio e
incluye un pequeno dominio del territorio en que Gbx-2 es expresado (Figura 150 y L). El
dominio de coexpresion temprano de Xiro1 y Gbx-2 es mas amplio que el territorio
compartido por Xiro1 y Otx-2, y parece ser mas extenso que la region presuntiva del
rombémero 1 (Figura 15D, G y M). Mas tarde durante la neurulacion los patrones de Xiro1
y Gbx-2 cambian drasticamente, manteniendo su colocalizacién en parte de la médula
espinal y en el rombémero 1(Figura 15H, I, Ny O).

En el estadio de gastrula se observa claramente una poblacion de células mezcladas
expresando Otx-2 y Gbx-2 (Figura 15A y M). Es importante notar que en el estadio de
neurula temprana, cuando comienza la transcripcidon de Fgf8, existe una tenue
coexpresion de Otx-2 y Gbx-2 (Figura 15B y N). La expresion de Fgf8 mas temprana
detectada dentro de la placa neural se superpone con el dominio en el que Oitx-2 es
expresado tenuemente, dentro del territorio de expresion de Gbx-2 (Figura 15J y N). El
dominio de expresion de Xiro1 abarca el territorio de expresion de Fgf8 dentro de la placa
neural (Figura 15K y N), y como fue mencionado anteriormente, el dominio de expresion
de Gbx-2y la regidn mas caudal del dominio de expresion de Ofx-2.
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Figura 15. Comparacion de la expresion de Otx-2, Gbx-2 y Xiro1

Los embriones fueron fijados en gastrula tardia (estadio 12-12.5), neurula temprana
(estadio 13-14) y neurula media (estadio 17-18) y hibridacién in situ doble fue realizada
para cada par de genes. Las imagenes son vistas dorsales con la parte anterior del
embrion apuntando hacia arriba y las secciones e insets estan orientados con anterior
hacia la izquierda. (A, B y C) Otx-2 (verde) y Gbx-2 (purpura) son expresados en
dominios complementarios que se superponen en la region del istmo. (A’) Magnificacion
del recuadro mostrado en A. Note la superposicion de ambos genes. (B’,C’) Los
embriones fueron seccionados sagitalmente y una doble in situ fue desarrolla con BCIP
para Otx-2 (verde) y en el mismo embrién Gbx-2 fue detectado (purpura). Note la
superposicion de ambos genes en neurula temprana (corchete B’) que desaparece en
neurula media (corchete en C’), para generar un borde preciso de expresion de Otx-2 y
Gbx-2. (D, E y F) Otx-2 (purpura) y Xiro1 (celeste) se superponen en el dominio
presuntivo del cerebro medio. (G, H e I) Xiro1 (celeste) y Gbx-2 (purpura) coexpresan,
casi completamente en la placa neural, con la excepcion del dominio compartido por
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Xiro1y Otx-2 y la médula espinal en neurula media.

(J) La expresion inicial de Fgf8 en el istmo aparece en el dominio en que Gbx-2 y
Otx-2 son coexpresados (corchetes). Esta expresion temprana precede el
establecimiento del borde definido descrito para Otx-2 y Gbx-2. Las imagenes son del
mismo embrion después de la deteccion del primer gen y al finalizar la hibridacion in situ
doble, respectivamente. (K) Doble hibridacién in situ para Fgf8 (purpura) y Xiro1 (verde).
La expresion de Fgf8 esta incluida en el territorio de expresion de Xiro1 (flecha). Punta de
flecha muestra el limite anterior de expresion de Xiro1. (L) Doble tincion para En-2
(purpura) y Gbx-2 (verde). En-2 es expresado principalmente en el dominio Otx-2. (M, N y
0O) Representacion esquematica de los patrones de expresion descritos para los tres
estadios analizados. Note el refinamiento en los patrones de expresioén y la localizacion
de las expresiones de En-2'y Fgf8.

2.2. Otx-2 y Gbx-2 participan como represores en el posicionamiento
del organizador del istmo

En raton Ofx-2 y Gbx-2 han sido implicadas en el posicionamiento del istmo. Se ha
postulado que el producto de estos genes se comporta de manera antagonica,
reprimiendo su transcripcion de forma mutua y de esta manera generan un borde definido
entre sus dominios de expresion, estableciendo asi la posicion donde Fgf8 es expresado
(Millet y cols., 1999; Broccoli y cols., 1999; Katahira y cols., 2000). Para examinar si ellos
tiene una funcién en la formacién del limite entre el cerebro medio y posterior en Xenopus
y definir si participan como activadores o represores de la transcripcion en esta region,
fusionamos sus homeodominios con los dominios activador (E1A) o represor de la
transcripcién (EnR) de proteinas conocidas y comparamos los fenotipos generados por la
inyeccion de los mMRNAs correspondientes de estas construcciones (Gbx2-E1A,
Gbx2-EnR, Otx2-E1A y Otx2-EnR) con los obtenidos mediante la sobreexpresion de los
transcritos silvestres de Gbx-2 y Otx-2. Los embriones fueron inyectados con los mRNAs
sefalados en un blastémero en estadio de dos células, junto con mRNA codificante para
b-galactosidasa. Estos fueron fijados en estadio de neurula tardia y la expresion de varios
marcadores fue analizada. La figura 16 muestra que la sobreexpresién de Gbx-2 o
Gbx2-EnR produce una expansion anterior en la expresion de Xiro1, pero su nivel de
expresion se asemeja al que presenta este gen en la region de la médula espinal (Figura
16A y B). El efecto contrario se observa en los embriones inyectados con Gbx-E1A,
donde la expresién anterior de Xiro1 mantiene los niveles del cerebro medio pero se
produce un desplazamiento caudal (Figura 16C). El analisis de la expresion de Otx-2
mostré que la inyeccion de Gbx-2 o su fusion represora (Gbx-EnR) mueven la expresion
de este gen hacia la region anterior o eliminan su transcripcion (Figura 16D y E), por el
contrario la inyeccion de la fusion dominante activadora expande la expresion de Otx-2
hacia la regiéon caudal (Figura 16F). El nuevo limite creado por la sobreexpresion de
Gbx-2 o su fusién represora reposicionan la expresion de Fgf8 hacia una region mas
anterior del embridon (Figura 16S y T), este desplazamiento hacia anterior fue observado
también para la expresion de En-2, Pax2 y Wnt1 (Figura 16G, H, M, N, P y Q). En
contraste, la sobreexpresion del mMRNA de Gbx-E1A produce difusién y expansién hacia
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posterior de la expresion de Fgf8 (Figura 16U). Un efecto similar se observa para En-2'y
Pax2 (Figura 161 y O), ademas se observa una expansion de Wnt1 en estos embriones
(Figura 16R). Por ultimo, el marcador de las crestas neurales, Xslug, se expande al
sobreexpresar Gbx-2 o Gbx-EnR (Figura 167J y K) y disminuye o desaparece en los
embriones inyectados con la fusién dominante activadora (Figura 16L).

e Pl Xarug En2 dixz AT

Fgrg

Figura 16. Gbx-2 se comporta como represor transcripcional en el posicionamiento del
organizador del istmo

Los embriones fueron inyectados en un blastomero en estadio de dos células con
2ng de Gbx-2 (A, D, G, J, M, P, S), 2ng de la fusion represora de Gbx-2 (Gbx-EnR) (B, E,
H, K, N, Q, T) 0 0.3ng de la fusién activadora de Gbx-2 (Gbx-E1A) (C, F, I, L, O, R, U). La
expresion de Xiro1, Otx-2, En-2, Xslug, Pax2, Wnt1 y Fgf8 fue analizada. (A-C) La
expresion de la médula espinal de Xiro1 es expandida hacia anterior en embriones
inyectados con Gbx-2 o su fusion represora (A y B), mientras que Gbx-E1A desplaza la
expresion de Xiro1 hacia posterior (C). (D-F) Otx-2 es reprimido en los embriones
inyectados con Gbx-2 o Gbx-EnR (D y E) y es expandido caudalmente en los embriones
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inyectados con la fusién activadora (F). (G-l) La expresion de En-2 se desplaza en
coherencia con los efectos descritos. Gbx-2 y Gbx-EnR mueve su expresion rostralmente
(G y H) mientras que Gbx-E1A disminuye la expresion de En-2 y desplaza su expresion
hacia posterior (). (J-L) Xslug es expandido en los embriones inyectados con Gbx-2 o
Gbx-EnR (J y K), e inhibido en los inyectados con Gbx-E71A (L). (M-O) La expresion de
Pax2 se comporta de manera similar a lo observado para En-2 en estos embriones. Es
desplazado anteriormente y reprimido en los embriones sobreexpresando Gbx-2 o su
fusion represora (M y N) y se mueve hacia posterior en los inyectados con Gbx-E1A.
(P-R) La expresion de Whnt1y Fgf8 (S-T) siguen un patron similar al descrito para En-2.

Cada experimento se realizé al menos dos veces con un numero de 30 casos por
experimento. El porcentaje de efecto fue cercano al 70%. Puntas de flechas muestran el
efecto descrito.

Otx-2 participa como represor transcripcional en el posicionamiento del limite entre el
cerebro medio y posterior, definido en funcién de los efectos observados en embriones
inyectados con el transcrito silvestre de Ofx-2 y la construccién represora, Otx-EnR. Asi,
en embriones inyectados con el mMRNA de Oix-2 o de Oix-EnR se observa
desplazamiento caudal o aumento en la expresién del dominio del cerebro medio de
Xiro1 (Figura 17A y B). Por otra parte, estos tratamientos reprimen y desplazan hacia
posterior la expresién de Gbx-2 (Figura 17D y E). Pax2 y En-2 se mueven de forma
coherente hacia posterior en estos embriones (Figura 17G, H y J, K), mientras que la
expresion de Fgf8 se desplaza hacia caudal y en algunos casos desaparece de la mitad
inyectada en embriones que sobreexpresan el transcrito silvestre o la construccion
represora (Figura 17M y N). De manera opuesta, la sobreexpresion de Ofx-E71A (fusion
dominante activadora) extiende la expresion de la médula espinal de Xiro1 hacia anterior
(Figura 17C) y expande la expresién de Gbx-2 hacia el cerebro anterior y disminuye su
expresion (Figura 17F). Fgf8, En-2 y Pax2 son inhibidos o sus patrones de expresion se
tornan difusos y se desplazan hacia anterior (Figura 171, L y O).
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Figura 17. Otx-2 participa como represor de la transcripcion en el desarrollo del
organizador del istmo

Los embriones fueron inyectados en un blastdémero en estadio de dos células con
5ng de Ofx-2 (A, D, G, J, M), 2ng de la fusion represora de Otx-2 (Otx-EnR) (B, E, H, K,
N) o 1ng de la fusién activadora de Otx-2 (Otx-E1A) (C, F, |, L, O). La expresion de Xiro1,
Gbx-2, En-2, Pax2 y Fgf8 fue analizada en estadio de neurula media. (A-C) La expresion
de Xiro1 es expandida y desplazada hacia posterior en los embriones inyectados con
Otx-2 o Otx-EnR (A y B) mientras que se mueve hacia anterior y difumina en los
embriones inyectados con la fusién activadora (C). (D-F) Gbx-2 es desplazado
caudalmente en los embriones inyectados con Otx-2 y la fusion represora (D y E).
Otx-E1A disminuye y mueve la expresion de Gbx-2 hacia anterior (F). (G-I) El nuevo
limite creado por la sobreexpresiéon de transcritos de Ofx-2 o Otx-EnR reposiciona
caudalmente la expresion de En-2 (G y H), por otra parte la expresion de la fusion
dominante activadora reduce y desplaza rostralmente la expresién de En-2 (I). (J-L) La
sobreexpresion de Otx-2 y de la fusion represora desplazan la expresion de Pax2
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caudalmente (J y K), mientras que la inyeccion de la fusion activadora de Otx-2 disminuye
y desplaza rostralmente la expresién de Pax2 (L). (M-O) Fgf8 se comporta de manera
similar en los embriones inyectados con estas construcciones.

Cada experimento se realizé al menos dos veces con un numero de 30 casos por
experimento. El porcentaje de efecto fue cercano al 70%. Puntas de flechas muestran el
efecto descrito.

2.2.1. Anadlisis del papel de Otx-2 y Gbx-2 en el posicionamiento del
organizador del istmo mediante fusiones inducibles

Al inyectar mRNAs en embriones de Xenopus se produce traduccion inmediata de ellos,
esto lleva a la acumulacién de las proteinas para las cuales codifican, las que pueden,
incorrectamente, actuar en otros momentos del desarrollo embrionario. Tomando en
consideracion esta posibilidad se disefaron fusiones inducibles (ver materiales y
métodos, Figura Il). En ellas se incluyé los homeodominos de los genes en estudio, las
regiones activadoras o represoras transcripcionales previamente mencionadas y el
dominio de union a esteroides del receptor de glucocorticoide humano. Este dominio se
une a la proteina HSP90 y de esta manera es retenida en el citoplasma de las células. En
el momento del desarrollo embrionario en el cual se desea evaluar el efecto de la
sobreexpresion del gen de interés se agrega dexametasona al medio de cultivo. Esto
lleva a un cambio conformacional del dominio de unién a esteriodes que libera la proteina
sobreexpresada de la interacciéon con HSP90, permitiendo su traslocacion al nucleo de la
célula y consecuente activacion o represion de sus genes blancos (Figura 18).

La activacion en estadio de gastrula tardia de la fusién represora inducible de Gbx-2
(Gbx-GR-EnR) produce desplazamiento hacia anterior en la expresion del cerebro medio
de Xiro1 y restriccion de la expresion de Oix-2 (Figura 19A y C), un desplazamiento
similar se observa en la expresion de En-2 (Figura 19E). De forma contraria, la
sobreexpresion de una forma dominante negativa de la funcion de Gbx-2 (Gbx-GR)
mueve las expresiones de Xiro1, Otx-2 y En-2 hacia posterior (Figura 19B, D y F).
Finalmente, Xslug es expandido, de manera similar a lo provocado por Gbx-2, al activar la
construccion represora inducible en estadio de gastrula tardia (Figura 19G) y es reprimida
su expresion en embriones que sobreexpresan la fusion dominante negativo y que fueron
activados del mismo modo (Figura 19H). Asi, Gbx-2 participa en el posicionamiento del
organizador del istmo como represor transcripcional en estadio de gastrula tardia.
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Figura 18. Esquema del funcionamiento de las construcciones inducibles

Las construcciones son transcritas in vitro a partir de los cDNA linearizados. Los
RNAs resultantes son inyectados en los embriones de Xenopus en el estadio deseado.
Dentro del embrion los RNAs son traducidos, el modulo GR (region de la proteina que le
confiere union a glucocorticoides), interactua en el citoplasma con la proteina HSP9O0. Asi,
la proteina de fusion es retenida y no puede unirse a los genes blancos. En un momento
particular del desarrollo, los embriones son transferidos a un medio de cultivo
suplementado con dexametasona. Esta hormona se une al sitio GR de la proteina de
fusion permitiendo que se desplace del citoplasma de la célula al nucleo, aqui se une a
los genes blanco, activando o inhibiendo la expresion de ellos segun sea el caso. Los
fenotipos obtenidos usando las fusiones son comparados con los producidos por la
sobreexpresion del transcrito silvestre (TF), permitiendo definir la actividad transcripcional
del factor de transcripcion (TF).
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Figura 19. Analisis de la funcion tardia de Gbx-2 mediante fusiones inducibles

Los embriones fueron inyectados en un blastomero, en estadio de dos células, con
1ng de Gbx-GR-EnR (A, C, E, G) o 1ng de la fusion dominante negativa inducible de
Gbx-2 (Gbx-GR) (B, D, F, H). Se indujo la actividad de las construcciones en estadio de
gastrula tardia transfiriendo los embriones a medio de cultivo con dexametasona. La
expresion de Xiro1, Otx-2, En-2 y Xslug fue analizada en estadio de neurula media. (A, B)
La expresion del cerebro medio de Xiro1 disminuye y es desplazada anteriormente en los
embriones que sobreexpresan la fusidn represora inducible (Gbx-GR-ER, A), mientras
que se expande y desplaza caudalmente en los embriones inyectados con la fusion
dominante negativo (Gbx-GR, B). (C, D) La expresion de Otx-2 se restringe hacia anterior
en los embriones inyectados con la fusién represora inducible (C) y se expande hacia
posterior en los inyectados con Gbx-GR (D). (E, F) La expresién de En-2 se reposiciona
producto del nuevo limite inducido. En-2 es inhibido y desplazado hacia anterior al
sobreexpresar la construccién represora inducible de Gbx-2 (E) y se mueve hacia
posterior y expande al inhibir la funcién de Gbx-2 (Gbx-GR, F). (G, H) Por ultimo, Xslug es
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expandido en los embriones inyectados con Gbx-GR-EnR (G), e inhibido en los
embriones inyectados con Gbx-GR (H). Las puntas de flecha muestran el efecto descrito.
Cada experimento fue realizado dos veces con al menos 45 embriones. El efecto descrito
se observo en cerca del 75% de los casos.

Utilizando una estrategia similar se examiné el papel de Otx-2 en el desarrollo del
limite entre el cerebro medio y posterior. La inyeccion de Otx-GR-EnR en un blastémero
en estadio de dos células e inducido durante gastrula tardia desplaza la expresion de
Xiro1 caudalmente (Figura 20A). Gbx-2 también es desplazado hacia posterior y se
observa ademas disminucion de su expresién en la placa neural (Figura 20C). Los
marcadores propios del istmo, Fgf8, En-2 y Pax2 se desplazan o expanden hacia
posterior como consecuencia del nuevo limite creado entre Gbx-2 y la funcion Otx-2
ectépica (Figura 20F, | y L). De forma opuesta, la sobreexpresion de moléculas que
antagonizan la funcion de Oitx-2 (Otx-GR-E1A y Otx-GR) mueven el limite anterior de
expresion de Gbx-2 rostralmente, observandose un aumento leve en su expresion (Figura
20D y E). El desplazamiento en direccién opuesta de Gbx-2 en el embrién reposiciona la
expresion de Fgf8, En-2 y Pax2 en una region mas anterior (Figura 20G, H, J, Ky M, N).
Estos resultados confirman el papel de Otx-2 en el posicionamiento del istmo y muestran
que Otx-2 controla, como represor durante el estadio de gastrula tardia, el limite anterior
de expresion de Gbx-2 y posiblemente de esta manera la posicion del organizador del
istmo.
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Figura 20. Analisis de la funcion tardia de Otx-2 mediante fusiones inducibles

Los embriones fueron inyectados en un blastomero, en estadio de dos células, con
1ng de Otx-GR-EnR (A, C, F, I, L), 1ng de la fusion dominante activadora inducible de
Otx-2 (Otx-GR-E1A) (D, G, J, M) o 1ng de la fusibn dominante negativo inducible
(Otx-GR) (B, E, H, K, N). Se indujo la actividad de las construcciones en estadio de
gastrula tardia (estadio 12.5), transfiriendo los embriones a medio de cultivo con
dexametasona. La expresion de Xiro1, Gbx-2, Fgf8, En-2 y Pax2 fue analizada en estadio
de neurula media. (A, B) La expresién del cerebro medio de Xiro1 es desplaza
caudalmente y se difumina en los embriones inyectados con Otx-GR-EnR (A). La
inyeccion de Otx-GR, por otra parte, pierde su patron y se desplaza hacia posterior (B).
(C-E) Gbx-2 es inhibido y desplazado caudalmente en los embriones que sobreexpresan
la fusion represora inducible (C) y se expande anteriormente en los embriones que
sobreexpresan las fusiones que bloquean la funcion de Otx-2 (Otx-GR-E1Ay Otx-GR, D y
E respectivamente). (F-H) La expresion de Fgf8 se desplaza hacia caudal y se mueve
hacia rostral producto de las inyecciones de Otx-GR-EnR (F) y las fusiones que bloquean
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la accion de Otx-2 respectivamente (G y H). (I-K) En-2 y Pax2 (L-N) se comportan de
forma similar. La expresion de estos genes se reposiciona como consecuencia del
desplazamiento de Gbx-2 y Fgf8 de los embriones inyectados con las construcciones de
Otx-2.

Las puntas de flecha muestran la mitad inyectada. Cada experimento fue realizado
dos veces con al menos 30 embriones para cada caso. El efecto descrito se observé en
cerca del 65% de los embriones analizados.

2.3. La interaccion de células expresando Otx-2 y Gbx-2 es suficiente
para inducir el organizador del istmo

Resultados de experimentos en pollo han mostrado que transplantes de rombdémero 1 o
de tejido electroporado con un vector que expresa Gbx-2 induce un organizador del istmo
ectopico al ser transplantado en el dominio de expresion de Otx-2 (Marin y Puelles, 1994;
Katahira y cols., 2000). Analizamos si la interaccion de tejidos sobreexpresando Otx-2 y
Gbx-2 era suficiente para inducir marcadores del istmo. Embriones fueron inyectados con
mMRNA silvestres para Otx-2 o Gbx2 y crecidos hasta estadio 10, cuando los hemisferios
animales fueron explantados y conjugados. La inyeccidon de Ofx-2 o Gbx-2 no produce
expresion de los marcadores del istmo cuando estos explantes ectodérmicos son
cultivados por separado (dato no mostrado) o cuando son conjugados con hemisferios
animales explantados de embriones no inyectados (Figura 21A y B). Sin embargo,
cuando los hemisferios animales inyectados con estos transcritos son conjugados vy
crecidos hasta estadio de neurula la expresion de Fgf8, En-2 y Wnt1 es inducida (Figura
21C, D y E). Pax2 no fue detectado en estos conjugados (dato no mostrado). En la figura
21C el tejido expresando Otfx-2 fue coinyectado con mRNA para b-galactosidasa como
marcador de linaje celular, esto nos permitié definir que la expresion de Fgf8 aparece en
el tejido expresando Gbx-2. En la figura 21D el hemisferio expresando Gbx-2 fue
coinyectado con mRNA para b-galactosidasa, asi la expresion de En-2 ocurre en el tejido
que expresa Otx-2. La induccion observada para Fgf8, En-2 y Wnt1 necesariamente es
dependiente de la interaccion entre los tejidos expresando Otx-2 y Gbx-2 ya que, como se
menciond anteriormente, al conjugar estos tejidos con tejido control no existe induccion
(Figura 21A y B). Utilizamos este ensayo in vitro para determinar si la sefal FGF era
requerida de manera directa en las células que expresan Otx-2 o es necesaria en el tejido
que expresa Gbx-2 para inducir otra molécula de relevo que induce directamente la
expresion de En-2 en la region Otfx-2 positiva. Con este propdsito coexpresamos Otx-2 o
Gbx-2 con una forma dominante negativo del receptor de FGF (XFD, Amaya y cols. 1991)
que carece del dominio intracelular, conjugamos estos tejidos ectodérmicos con
hemisferios animales inyectados con Gbx-2 y Otx-2 respectivamente y analizamos la
capacidad de estos conjugados de inducir la expresion de En-2. Las figuras 21F y 21G
muestran que la induccién de En-2 es completamente inhibida al bloquear la sefal FGF
especificamente en el territorio Otx-2, pero no se afecta cuando esta via de sefalizacion
(FGF) es bloqueada en el tejido que expresa Gbx-2. Esto indica que la induccién de En-2
es promovida por la activacion de la via FGF en las células Ofx-2 positivas,
probablemente causada por las moléculas de FGF8 producidas en el hemisferio animal
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que expresa Gbx-2. Mas aun, observamos que el bloqueo de la sefal FGF en el tejido
Otx-2 impide la induccion de Fgf8 y Wnt1 (Figura 21H e |). Por el contrario, al bloquear la
sefal de acido retinoico en estos conjugados, usando una forma dominante negativa de
su receptor (dnRAR), especificamente en el tejido Otx-2, la induccion de Wnt1 no es
inhibida (Figura 21J). Ademas, para investigar el posible efecto inhibitorio de Gbx-2 sobre
genes mesencefalicos realizamos conjugados de ectodermos expresando Otx-2 y Gbx-2
y tejido expresando Gbx-2. Gbx-2 es capaz de inhibir la inducciéon de En-2 en estos
conjugados (Figura 21K). Finalmente, en los conjugados se analizé la induccion del gen
Delta1. Delta participa en neurogénesis y en la segmentaciéon de los somitos durante el
desarrollo embrionario y ha sido demostrado que es inducido por FGF (Hardcastle y cols.,
2000). En conjugados Otx-2/Gbx-2 detectamos expresion de Delta, particularmente en el
tejido expresando Otx-2 (Figura 21M). Por ultimo, como control, determinamos si en
conjugados de tejido expresando Otx-2 y tejido control se activaba la expresion de Gbx-2,
no observamos induccion de este gen en estas condiciones (Figura 21L).
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Figura 21. La interaccion entre Otx-2 y Gbx-2 induce el istmo
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Embriones fueron inyectados en estadio de una célula con 5ng de Ofx-2, 2ng de
Gbx-2 o en combinacion con 0.3ng de B-galactosidasa, 1ng del receptor mutado de FGF
(XFD) o 1ng del dominante negativo del receptor de acido retinoico (dnRAR). Los
hemisferios animales fueron disectados en estadio 10 y cultivados como conjugados.
(A,B) No se detectd expresion de Fgf8 en conjugados en estadio de neurula tardia de
hemisferios animales control conjugados con tejido ectodérmico expresando Otx-2 (A, 0%
n=20) o Gbx-2 (B, 0% n=23). (C, D, E, M) Conjugados realizados en estadio 10 de
hemisferios expresando Otx-2 y Gbx-2 inducen la expresion de Fgf8 (C, 69% n=45), En-2
(D, 93% n=119), Wnt1 (E, 65% n=17) y Deltal (M, 73% n=18) (puntas de flechas).
B-galactosidasa (flecha) fue coinyectada en el hemisferio Otx-2 (C) o en el hemisferio
Gbx-2 (D). Fgf8 fue inducido en el tejido Gbx-2 y En-2 en el que expresa Otx-2. (F, H, 1)
Conjugados de tejido expresando Otx-2+XFD y ectodermo que expresa Gbx-2. La
inducciéon de Fgf8 (H), En-2 (F) y Wnt1 (I) es bloqueada en el hemisferio Otx-2 cuando se
coinyecta el receptor mutado de FGF (la flecha en F muestra la tincion X-gal en el tejido
inyectado con Otx-2+XFD, 22% de expresion de En-2 n=37, 5% n=20 para Fgf8 y 0%
n=12 para Wnt1). (G) Conjugado de tejidos Otx-2 y Gbx-2+XFD. La coinyeccién de XFD
en el hemisferio Gbx-2 no inhibe la induccién de En-2 (punta de flecha 95% n=47). Flecha
en (G) indica la tincién X-gal en el tejido expresando Gbx-2+XFD. (J) La expresion de
Wnt1 no es bloqueada en conjugados de ectodermo inyectado con Gbx-2 y tejido
expresando Otx-2+dnRAR (punta de flecha, 52% n=13). (K) Conjugado de hemisferios
Otx-2+Gbx-2 y Gbx-2. La coinyeccion de Gbx-2 en el hemisferio Otx-2 inhibe la induccién
de En-2 (8% n=23). La flecha muestra la tincion X-gal en el tejido inyectado con
Otx-2+Gbx-2. (L) No existe induccion de Gbx-2 en conjugados de hemisferios animales
control e inyectados con Otx-2 (0% n=19).

3. Xiro1 participa en el posicionamiento del
organizador del istmo

En Xenopus, la expresion de Xiro1 precede la expresion de Gbx-2, la cual aparece dentro
del territorio de Xiro1, y se superpone con el dominio de expresion del cerebro medio de
Otx-2. Esto nos impulso a examinar si Xiro1 participaba en la formacién del limite entre el
cerebro medio y posterior. Para realizar esto, analizamos el efecto de sobreexpresar los
mRNAs para Xiro1 y sus construcciones derivadas sobre el desarrollo del organizador del
istmo en estadio de neurula temprana, cuando el organizador comienza a establecerse y
en estadio de neurula media, cuando el limite entre el cerebro medio y posterior se ha
refinado y alcanzado su configuracion final. La inyeccion de Xiro1 incrementa la expresion
de Gbx-2 y desplaza posteriormente su limite rostral. De la misma manera, el dominio de
expresion del cerebro medio de Otx-2 se mueve a una posicion mas caudal (Figura 22A,
D y 23B, A). Ademas, en los estadios analizados, la expresion de Pax2 se expande y
desplaza caudalmente en los embriones inyectados con el mRNA para Xiro1 (Figura 22J
y 23C). Desplazamiento posterior también fue observado para Fgf8 (Figura 22G). Esto
indica que Xiro1 podria participar en los eventos iniciales durante el establecimiento del
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istmo, a través de la activacion de Gbx-2, pero también podria modular la expresion de
Otx-2y Pax2.

Estudios previos han implicado a Xiro7 en la represién de Bmp-4 en la placa neural y
en el mesodermo dorsal durante la gastrulacion (Gémez-Skarmeta y cols., 2001; Glavic y
cols., 2001). Asi, los efectos de la sobreexpresién de Xiro1 sobre Gbx-2 y Otx-2 podria
ser consecuencia indirecta de alteraciones tempranas del mesodermo, que
posteriormente se traducen en modificaciones en el patrén de la placa neural. Para evitar
estos efectos tempranos, usamos quimeras inducibles de Xiro1. Ha sido mostrado
previamente que la sobreexpresion del homeodominio de Xiro? fusionado a un modulo
inducible y al dominio represor EnR (HD-GR-EnR) produce efectos similares a los
producidos por la sobreexpresion del transcrito silvestre para Xiro1. En contraste, la
sobreexpresion de una fusidén similar, sin modulo transcripcional (HD-GR) o con un
dominio activador (HD-GR-E1A) interfiere con la funcién de Xiro1 (Gdmez-Skarmeta y
cols., 2001; Glavic y cols., 2001). Estas construcciones nos permiten modificar la funcion
de Xiro1 en diferentes momentos durante el desarrollo embrionario, cuando el tejido
neural y el mesodermo han sido ya especificados. De hecho, embriones inyectados con
estos RNAs no muestran ninguna alteracion en la expresion del marcador general de
placa neural Xsox-2, cuando los derivados de Xiro7 son activados en estadio de gastrula
tardia o neurula temprana (dato no mostrado).

Cuando la proteina HD-GR-EnR es inducida en estadio de gastrula tardia, la
expresion de Gbx-2 aumenta, pero al contrario de lo producido por Xiro1, su limite rostral
de expresion se desplaza hacia anterior (Figura 22B). Mas aun, la expresion de Otx-2 es
desplazada hacia rostral mas que ser expandido posteriormente (Figura 22E) y la
expresion de Fgf8 en el dominio del organizador del istmo es expandida hacia anterior
(Figura 22H). Del mismo modo, la expresion de Pax2 es desplazada anteriormente
(Figura 22K). En el caso de la sobreexpresion de HD-GR-E1A, el efecto opuesto fue
observado, inhibicion de Gbx-2 y expansion caudal del dominio de expresién de Otx-2
(Figura 22C y F). Note que la inhibicion de la funcién de Xiro1, usando HD-GR-E1A,
completamente reprime la expresién de Fgf8 (Figura 221) y disminuye y mueve
posteriormente la expresion de Pax2 (Figura 22L) y En-2 (dato no mostrado). Las
diferencias observadas para el limite posterior y anterior de Otx-2 y Gbx-2
respectivamente, en embriones inyectados con Xirol y HD-GR-EnR podria ser
consecuencia de un requerimiento temprano de Xiro? para la expresion de Otx-2, el que
no se observa cuando la construccion inducible es activada en estadio de gastrula tardia
0 neurula temprana. De hecho, Xiro1 es necesario para la formacion de la placa neural y
es capaz de activar Ofx-2 en tejido ectodérmico que sobreexpresa Xiro1
(Gémez-Skarmeta y cols., 2001).
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Figura 22. Xiro1 participa en el posicionamiento del organizador del istmo.

Se inyectaron embriones en un blastdmero en estadio de dos células con 2ng de
mRNA de Xiro1 (A,D,G, J), 0.5ng de HD-GR-EnR (B,E,H,K) o de HD-GR-E1A (C,F,I,L) las
construcciones inducibles fueron inducidas alrededor del estadio 12.5. La mitad inyectada
es marcada por la tincion X-gal para el caso de Xiro1. En el caso de las fusiones
inducibles la region inyectada fue detectada mediante inmunodeteccién de Myc. (A) La
sobreexpresion de Xiro1 promueve expansion y desplazamiento caudal de Gbx-2. (B) El
mRNA de HD-GR-EnR causa la expansion y el movimiento hacia anterior de la expresion
de Gbx-2. (C) Gbx-2 es reprimido en los embriones inyectados con HD-GR-E1A. (D) En
embriones inyectados con el mRNA de Xiro7 el dominio del cerebro medio de Otx-2 se
extiende caudalmente. (E) Sin embargo, la inyeccion de HD-GR-EnR causa
desplazamiento hacia anterior del dominio de expresion de Otx-2. (F) Otx-2 muestra una
expansion caudal cuando el MRNA para HD-GR-E1A es sobrexpresado. (G) La expresion
de Fgf8 se mueve posteriormente en los embriones inyectados con Xiro1. (H) La
sobreexpresion de HD-GR-EnR promueve expansion y desplazamiento hacia anterior del
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dominio del istmo de Fgf8. (I) Este dominio es reprimido en los embriones inyectados con
HD-GR-E1A. (J) Pax2 se expande en embriones inyectados con el mMRNA para Xiro1. (K)
La inyeccion del mRNA para HD-GR-EnR produce desplazamiento hacia anterior de la
expresion de Pax2. (L) Pax2 se reprime y se mueve hacia caudal en los embriones
inyectados con HD-GR-E1A. Las lineas punteadas muestran los efectos descritos. Las
puntas de flecha apuntan a los lados inyectados.

Cada experimento se realizé dos veces con un minimo de 45 embriones. El
porcentaje de efecto para cada experimento fue cercano 70%.

Para aclarar este punto, las fusiones de Xiro1 fueron activadas en estadio de
gastrula temprana (Estadio 10) o tardia (Estadio 12) y los efectos producidos fueron
analizados cuando comienza la expresion de Fgf8 (Estadio 14). Como era esperado, la
activacion de HD-GR-EnR en estadio 10 expande la expresion de Otx-2 (Figura 23D),
mientras que Gbx-2 fue expandido y su limite anterior desplazado hacia posterior (Figura
23D y G). Ademas, Pax2 fue desplazado caudalmente en estos embriones (Figura 23J).
Al interferir con la funcion de Xiro1 durante gastrula temprana, mediante la inyeccién y
posterior activacion de HD-GR-E1A o HD-GR, se inhibe la expresion de Otx-2 (Figura
23E y F), Gbx-2 (Figura 23E, Hy F, I) y Pax2 (Figura 23K y L). En contraste, la activacion
de HD-GR-EnR en estadio de gastrula tardia inhibe la expresioén del dominio del cerebro
medio de Otx-2 (Figura 23M) y expande y desplaza anteriormente la expresiéon de Gbx-2
(Figura 23P). De manera similar, la expresion de Pax2 es desplazada rostralmente(Figura
23S). De forma opuesta, la activacion de HD-GR-E1A o HD-GR en estadio 12 expande la
expresion de Otx-2 (Figura 23N y O), mientras que la expresién de Gbx-2 disminuye
(Figura 23Q y R). Pax2 es inhibido y desplazado hacia posterior con estos tratamientos
(Figura 23T y U). Asi, durante los estadios tempranos de la gastrulacion Xiro1 y
HD-GR-EnR promueven la expansién de Otx-2 en regiones posteriores del embrion. Esta
activacion después compite con la activacion de Gbx-2 mediada por Xiro1, lo que termina
con el desplazamiento hacia posterior del organizador. De forma contraria, en los
embriones en los que la activacion de HD-GR-EnR se produce en estadio de gastrula
tardia solamente la expresion de Gbx-2 es inducida, esta reprime la expresién de Otx-2,
generando desplazamiento anterior del organizador del istmo.
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Figura 23. Xiro1 controla la expresién de Otx-2 y Gbx-2 en estadios diferentes del
desarrollo embrionario
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Los embriones fueron inyectados en un blastdmero en estadio de dos células con
2ng del mRNA para Xiro1 (A, B, C), 1ng de HD-GR-EnR (D, G, J, M, P, S), 1ng de
HD-GR-E1A (E,H, K, N, Q, T) o 1ng de HD-GR (F, |, L, O, R, U) y la expresion de Otx-2,
Gbx-2 y Pax2 fue analizada en estadio de neurula temprana (estadio 14). Las fusiones
inducibles fueron activadas en estadio 9.5-10 (D-L) o en estadio 12-12.5 (M-U). Los
embriones inyectados con el mRNA para Xiro1 muestran expansion hacia posterior de
Otx-2 (A), expansion y desplazamiento caudal de la expresion de Gbx-2 (B) y Pax2 se
mueve caudalmente (C). (D-l) Otx-2 y Gbx-2 son expandidos y desplazados caudalmente
en los embriones inyectados con HD-GR-EnR (D y G). HD-GR-E1A y HD-GR inhiben la
expresion de Ofx-2 y Gbx-2 cuando son activados en estadio 9.5-10 (E, H y F, |
respectivamente, puntas de flechas). Se observa desplazamiento caudal de la expresion
de Pax2 en los embriones inyectados con HD-GR-EnRy activados en estadio 9.5-10 (J).
La inyeccion de HD-GR-E1A y HD-GR reprime la expresion del dominio del cerebro
medio de Pax2 (Ky L, puntas de flecha). (M-O) La expresion del cerebro medio de Otx-2
es inhibida y desplazada rostralmente en los embriones que sobreexpresan HD-GR-EnR
(M). De forma contraria, la sobreexpresiéon de HD-GR-E1A y HD-GR expande la
expresion de Otx-2 caudalmente al activar la fusion en estadio 12-12.5 (N y O). (P-R) La
expresion de Gbx-2 es expandida anteriormente al sobreexpresar HD-GR-EnR y activada
en estadio 12-12.5 (P), mientras que la inyeccién de HD-GR-E1A y HD-GR inhibe la
expresion de este gen (Q y R, puntas de flechas). (S-U) La expresién de Pax2 es
desplazada hacia anterior en los embriones inyectados con HD-GR-EnR y activados en
estadio 12-12.5 (S), mientras que HD-GR-E1A y HD-GR produce la represion y el
desplazamiento caudal de expresion de Pax2 (T y U). Las puntas de flecha apuntan la
mitad inyectada.

Cada experimento se realizd 2 veces con un minimo de 20 embriones cada uno. El
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3.1.

porcentaje de efecto para cada experimento fue cercano 70%.

Experimentos de rescate

Con el fin de definir la especificidad de los fenotipos descritos para la ganancia vy
supresion de la funcién de Xiro1 y establecer de mejor forma las propiedades
transcripcionales de Xiro1 realizamos experimentos de rescate. Como fue descrito
anteriormente, las formas dominantes negativas (HD-GR o HD-GR-E1A) de Xiro1 inhiben
la expresién de Gbx-2 y expanden caudalmente o reprimen la expresion de Ofx-2,
dependiendo del momento en que la dexametasona es agregada al medio de cultivo. La
coinyeccion de HD-GR o HD-GR-E1A y mRNA para Xiro1 y subsiguiente activacion en
estadio de gastrula temprana o tardia rescata la expresion de Gbx-2 (Figura 24B, Cy H, |
respectivamente) y produce embriones con expresion normal de Otx-2 (Figura 24E, F y K,
L). Embriones coinyectados con HD-GR-EnR junto a Xiro1 y activados en estadio de
gastrula tardia muestran expansion de Gbx-2 (Figura 24G) y expresion normal de Otx-2
(Figura 24J), contrariamente la activacion en estadio de gastrula temprana produce
embriones con expresion de Otx-2 expandida caudalmente (Figura 24D), tanto que la
expresion de Gbx-2 aumenta y su limite anterior de expresion es desplazado hacia
posterior en estos embriones (Figura 24A). Asi, los efectos descritos para las
construcciones de Xiro1 son especificos. Ademas, Xiro1 se comporta como represor
transcripcional capaz de promover la expresién de Otx-2 en estadio de gastrula temprana
y de Gbx-2 en estadio de gastrula tardia. Luego, examinamos si los efectos de las formas
dominantes negativas de Xiro7 sobre la expresion de Otx-2 (Figura 25A) y Fgf8 eran
consecuencia de la supresién de la expresion de Gbx-2 en los embriones inyectados
(Figura 25C). Ciertamente este es el caso para el limite caudal de la expresién de Otfx-2,
ya que la coexpresion de HD-GR y Gbx-2 es suficiente para generar embriones con el
patrén normal de Otx-2 (Figura 25A y B). Aun cuando la coinyeccion de HD-GR y Gbx-2
rescatd la expresion normal de Otx-2 no rescatd la expresion de Fgf8 (Figura 25D).
Concluimos que la funcion de Xiro1l es necesaria para la induccién de Fgfs,
independientemente de la expresion de Otx-2 y Gbx-2.
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Figura 24. Experimentos de rescate

Los embriones se inyectaron en un blastdmero en estadio dos células con
cantidades iguales (1ng de cada uno) de Xiro1 y HD-GR-EnR (A,D,G,J), Xiro1 y
HD-GR-E1A (B,E,H,K), o Xiro1 y HD-GR (C,F,l,L). Las construcciones inducibles fueron
activadas alrededor de estadio 10 (A-F) o 12.5 (G-L) y la expresion de Otx-2 y Gbx-2 se
analizé en neurula temprana. Los embriones inyectados con una mezcla de Xiro1 y
HD-GR-EnR y activados alrededor de la fase 10 muestran expansion y el desplazamiento
caudal de Gbx-2 (A, 90% n=27) y expansion caudal del dominio del cerebro medio de
Otx-2(D, 70% n=23). La sobreexpresién de Xiro1 junto con HD-GR-E1A o con HD-GR y
posterior activacion en estadio 10 rescata la expresion normal de Otx-2 y Gbx-2 (B,E y
C,F). La expresion de Otx-2 y Gbx-2 es rescatada en los embriones inyectados con las
mezclas de Xiro1 con HD-GR-EnR (G y J), con HD-GR-E1A (H y K), o con HD-GR (Iy L)
y activados en estadio 12-12.5. Las lineas punteadas muestran los desplazamientos en la
expresion de los genes. Las puntas de flecha apuntan los lados inyectados.

El porcentaje de rescate de expresidén normal para cada experimento fue cercano al
75%.
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Figura 25. Gbx-2 rescata la expresion de Otx-2 pero no la de Fgf8

Los embriones se inyectaron en un blastomero en estadio de dos células con 0.5ng
de una forma dominante negativo de Xiro1 (HD-GR) (A,C), o con 0.5ng de HD-GR y 1ng
de Gbx-2 (B,D). Las fusiones inducibles fueron activadas alrededor de estadio 12.5 vy el
lado inyectado se definidé por la inmunodeteccion de Myc.

(A) En los embriones inyectados con el mRNA para HD-GR la expresion del cerebro
medio de Otx-2 se expande caudalmente (lineas negras). (B) La co-expresion de Gbx-2y
HD-GR restaura casi completamente la expresion normal de Otx-2 (lineas negras). (C) La
inyeccion de HD-GR produce la inhibicién completa de Gbx-2. (D) La co-inyeccion de
HD-GR y Gbx-2 no rescata la expresion de Fgf8, aun cuando restaura casi
completamente la expresion de Oix-2. Las puntas de flecha muestran los lados
inyectados y apuntan los efectos descritos anteriormente.

Cada experimento se realizd por lo menos 2 veces con un minimo de 54 embriones.
El porcentaje de efecto (o rescate) para cada experimento fue cercano a 70%.

3.2. Relaciones epistaticas de Xiro1, Otx-2'y Gbx-2

Con el fin de clarificar las relaciones epistaticas entre los genes involucrados en el
establecimiento del organizador del istmo realizamos experimentos de hemisferios
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animales y de conjugados. En el embridn la expresion de Otx-2 y Xiro1 se superponen en
el dominio del cerebro medio, luego, analizamos si Otx-2 es capaz de inducir la expresion
de Xiro1. Efectivamente, la sobreexpresion de Ofx-2 activa la expresion de Xiro1 en el
ensayo de hemisferios animales (Figura 26B). La habilidad de Xiro7 de inducir la
expresion de Otx-2 ha sido demostrada previamente (Gomez-Skarmeta y cols., 2001). La
expresion de Gbx-2 aparece dentro del territorio de Xiro1 y Xiro1 es capaz de inducir
Gbx-2 en embriones. Asi, examinamos si la sobreexpresion de Xiro1 podia promover la
expresion de Gbx-2 en ensayos de hemisferios animales, donde otras sefales
provenientes del embrion estan ausentes. La actividad de Xiro7 induce la expresién de
Gbx-2 en ectodermos competentes, mientras que Gbx-2 es incapaz de inducir la
expresion de Xiro1 (Figura 26A y C). Seguido, examinamos la relacion de Xiro1 y Gbx-2
utilizando el ensayo de conjugados descritos anteriormente. Si Xiro1 es capaz de inducir
la expresion de Gbx-2, entonces conjugados de células que expresan Ofx-2 y células
expresando Xiro1 deberian producir la induccién de Fgf8 y En-2. Figuras 26D y E
muestran que, ciertamente, este es el caso. La interaccién entre tejidos que expresan
Otx-2 y tejido expresando Xiro1 es suficiente para inducir la expresion de los marcadores
del organizador del istmo, Fgf8 y En-2 en los hemisferios expresando Xiro71 y Ofx-2,
respectivamente. Ya que la inhibicion de la funcion de Xiro1 (HD-GR) bloquea
completamente la induccién de Fgf8 en los embriones inyectados, evaluamos si Xiro3
(otro gen de la familia Iroquois) podia inducir la expresion de este gen en ausencia de las
sefiales presentes en el embridon. Efectivamente, Xiro3 induce la expresion de Fgf8
(Figura 26F). Esta induccion no es dependiente de la posible induccion de Otx-2 y Gbx-2
producida por Xiro3 en estos hemisferios animales, ya que la coinyeccion de Xiro3 y las
construcciones dominantes negativos para Otx-2 y Gbx-2 no bloquea la induccién de Fgf8
(Figura 26G).

Xiro1 y Otx-2 se activan mutuamente, coexpresandose en el territorio del cerebro
medio donde En-2 es expresado. Investigamos si Xiro1 es necesario para la induccién de
En-2 en el tejido expresando Otx-2. Para esto, el dominante negativo inducible de Xiro1
fue coinyectado con Otfx-2, los correspondientes hemisferio animales fueron conjugados
con ectodermos inyectados con Gbx-2 y la expresién de En-2 fue posteriormente
analizada. La Figura 26H muestra que la funcién de Xiro es indispensable, en el dominio
Otx-2, para la inducciéon de En-2.

Glavic Maurer, Alvaro 89



Papel del Complejo Iroquois en el Desarrollo Embrionario de Xenopus laevis.

Figura 26. Analisis in vitro del papel de Xiro1 en organizador del istmo

Se inyectaron los embriones en estadio de una célula con los mRNAs descritos, los
hemisferios animales fueron explantados y conjugados en estadio 10 y cultivados hasta
el equivalente de estadio 17. En este estadio se ensayd la expresion génica de los
conjugados. (A) La inyeccion de 2ng del mRNA para Gbx-2 no induce la expresion de
Xiro1 (0%, n=36). (B) La expresién de Xiro1 es inducida en hemisferios animales
inyectados con 5ng del mRNA para Ofx-2 (puntas de flecha, 65%, el n=23; inset:
hemisferios animales controles). (C) Hemisferios animales inyectados con 2ng del mRNA
para Xiro1-EnR expresan Gbx-2 (puntas de flecha, 57%, el n=46; inset: tejido
ectodérmico sin inyectar). (D) Conjugados Otx-2(5ng)//Xiro1(2ng) expresan En-2 (puntas
de flecha, 90%, el n=30) en el territorio Otx-2 (las flechas indican la tincién X-gal en la
region del conjugado que expresa Xiro1). (E) Fgf8 también es inducido en estos
conjugados (punta de flecha, 71%, el n=34, la flecha muestra la tincién X-gal en los
hemisferios inyectados con Xiro1). (F) Xiro3 es capaz de inducir la expresion de Fgf8 en
los hemisferios animales, en ausencia de otras sefales provenientes del embridn (puntas
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de flecha, 78% n=23, inset caps control). (G) La induccién de Fgf8 producida por Xiro3 no
depende de la interaccion entre células Oix-2 y Gbx-2 producidas por Xiro3. La
coinyeccion de Xiro3 y las formas dominantes negativos para estos genes no bloquea la
induccion de Fgf8 (puntas de flecha, 75% n=27); note que el nivel y porcentaje de
induccion no disminuyd. (H) La interferencia con la funcion de Xiro1 con HD-GR-E1A (0.5
ng) en estadio 12 suprime la induccién de En-2 en el tejido inyectado con Otx-2 (40%,
n=33).

4. Propiedades inductivas del mesodermo

Como primera aproximacion para comprender los mecanismos embrionarios de la
induccion y posicionamiento del organizador del istmo realizamos experimentos en los
que evaluamos el papel del mesodermo. Con este fin hicimos experimentos de
conjugados de ectodermo competente (estadio 10) con notocordas explantadas de
embriones en estadio 13 y explantes de Keller, donde se cultiva de forma planar tejido
ectodérmico y el organizador de Spemann (Keller y cols., 1992). Los conjugados vy
explantes fueron crecidos hasta estadio de neurula tardia, cuando la expresion de Otx-2,
Gbx-2 y Fgf8 fue analizada (Figura 27A y B). El primer tipo de experimentos nos permite
determinar las propiedades de induccion vertical de la notocorda y el segundo las
propiedades de induccion planares del mesodermo, respecto a los marcadores del istmo.
Observamos que las sefales verticales como las planares producidas por el mesodermo
son capaces de inducir los genes Ofx-2 y Gbx-2 (Figura 27C y E). En los conjugados de
ectodermos y notocorda observamos que Ofx-2 se expresa en la region del ectodermo
que queda en contacto con la region anterior de la notocorda. Por su parte, Gbx-2 se
expresa en el territorio ectodérmico adyacente al dominio de expresién de Ofx-2,
probablemente, incluyendo el dominio de expresién de Fgf8 (Figura 27C y F) y no es
inducido cuando se incluye solo la mitad anterior de la notocorda en el conjugado (Figura
27D). En los explantes de Keller la expresién de los genes Otx-2, Gbx-2 y Fgf8 sigue el
mismo patron (Figura 27E y F). Interesantemente, la induccién de los marcadores en los
conjugados y explantes de Keller se corresponde con el orden antero-posterior detectado
en los embriones completos. Esto nos sugiere que la notocorda posee diferencias
antero-posteriores que son impresas en el ectodermo suprayacente. Misteriosamente, el
mismo patron de expresion de los marcadores sefalados se produce aun cuando el
mesodermo se encuentra orientado de manera inversa en el explante de Keller.
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Figura 27. Propiedades inductivas del mesodermo

Las propiedades inductivas del mesodermo fueron ensayadas utilizando conjugados
(A-D y F) y explantes de Keller (E). Los conjugados se realizaron poniendo en contacto
hemisferios animales (Estadio 10, semicirculos amarillos) y notocordas explantadas en
estadio de neurula temprana (Estadio 13, rectangulo rojo), éstos se crecieron hasta
equivalente de estadio 17, cuando la expresion de los genes sefialados fue detectada
mediante hibridacion in situ (A-D). Los explantes de Keller se hicieron en estadio 10 como
muestra el esquema (verde claro: mesodermo, verde oscuro: ectodermo) y se analizé la
expresion génica en estadio 17. (A, C, E) Doble hibridacién in situ para Otx-2 (verde,
asterisco) y Gbx-2 (purpura, punta de flecha). En los conjugados (A y C) como en los
explantes de Keller (E) ambos genes son inducidos en el orden antero-posterior correcto.
(B, F) Fgf8 es inducido en los conjugados (B, punta de flecha) en una regién adyacente al
dominio de expresion de Otx-2 (F, punta de flecha). (D) En el conjugado con la mitad
anterior de la notocorda, sélo observamos induccién de Otx-2 al realizar .

5. Papel de los agentes posteriorizantes en la
formacion del organizador del istmo

Las propiedades diferenciales de induccién de los genes que participan en el desarrollo
del limite entre el cerebro medio y posterior podrian ser producto de la distribucion
asimétrica de agentes posteriorizantes en la notocorda de embriones de Xenopus. Esta
caracteristica ha sido documentada para la induccién de En-2, este es inducido con
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5.1.

mayor eficiencia por la region anterior de notocordas explantadas que por la region
posterior de las mismas (Hemmati-Brivanlou y cols., 1995). En la regién posterior de la
notocorda de Xenopus se expresan varios Fgfs y se ha propuesto que este dominio
mesodérmico presenta mayores niveles de acido retinoico. Estos antecedentes nos
impulsaron a evaluar los efectos de estos agentes posteriorizantes en la formacion del
organizador del istmo. Utilizando construcciones dominantes negativas y dominantes
activadoras y realizando experimentos usando las moléculas en cuestion, analizamos el
papel de FGF, acido retinoico y la sefial Wnt en el desarrollo del limite entre el cerebro
medio y posterior en Xenopus.

Papel de acido retinoico en el desarrollo del istmo

Ha sido extensamente documentado el papel de acido retinoico en el establecimiento del
eje antero-posterior en embriones de vertebrados (revisado por Gamse y Sive, 2000).
Esta molécula ha sido involucrada principalmente en la formacion del cerebro posterior y
sus divisiones, los rombomeros. Ademas se ha demostrado que acido retinoico participa
en la regulacion transcripcional de los genes del complejo Hox y posee propiedades
posteriorizantes que promueven la formacion de embriones que carecen de estructuras
anteriores. Analizamos, especificamente, el papel de acido retinoico mediante
sobreexpresion de construcciones del receptor RAR en el posicionamiento e induccion de
los genes involucrados en el desarrollo del organizador del istmo. La sobreexpresion de
una forma dominante negativa, que carece del sitio de union al DNA, dnRAR, en un
blastdmero en estadio de dos células anterioriza el embrién, expandiendo y desplazando
hacia posterior la expresion de Ofx-2, En-2 y Fgf8 (Figura 28A, C y D), en estos
embriones la expresion de Gbx-2 disminuye y también es desplazada hacia posterior
(Figura 28B). Ademas, la expresion de Wnt1, marcador del cerebro medio se expande y
la expresion de Xiro1, correspondiente a este dominio, es expandida de manera similar
(Figura 28G vy E, respectivamente). Finalmente, la sobreexpresion de dnRAR bloquea la
expresion de Deltal en la placoda del trigémino y en la placa neural (Figura 28F). De
manera opuesta la inyeccion de la fusion dominante activadora, VP16RAR, restringe y
reposiciona hacia anterior la expresién de Otx-2, En-2 y Fgf8 (Figura 28H, J y K). Gbx-2
aumenta su expresion, observandose un leve movimiento hacia anterior (Figura 28l). El
aumento de la funcidon de acido retinoico en estos embriones desplaza hacia anterior y
aumenta la expresiéon de Xiro1 y Wnt1 (Figura 28L y N). Por ultimo, este tratamiento
desplaza hacia anterior la expresién de Delfal en la medula espinal y de la placoda del
trigémino, sugiriendo un aumento de su expresion (Figura 28M).

Ademas se realizaron experimentos en los que utilizamos bolitas embebidas en acido
retinoico, las que fueron incluidas en tejidos ectodérmicos explantados de embriones
previamente inyectados con Ofx-2. En estos experimentos observamos que acido
retinoico es capaz de inducir la expresion de Xiro1, Gbx-2 y En-2 en el tejido expresando
Otx-2 (Figura 30A’, B’ y C’). No fuimos capaces de observar expresion de Fgf8 en este
tipo de ensayo (Figura 30D’).
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Figura 28. Efecto de &cido retinoico en la formacion del organizador del istmo

Los embriones fueron inyectados en un blastdmero en estadio de dos células con
1ng del mRNA para el receptor mutado de acido retinoico (dnRAR) (A-G) o con 1ng del
mRNA para la construccion dominante activadora del receptor de &cido retinoico
(VP16-RAR) (H-N) junto a FDAx como marcador de linaje. La expresién de los genes
sefialados fue analizada en estadio de neurula media. (A, H) La inyeccién de dnRAR
expande la expresion de Otx-2 hacia posterior (A) y es restringida hacia anterior al
sobreexpresar la construccion dominante activadora del receptor de acido retinoico (H).
(B, 1) Gbx-2 disminuye y se desplaza hacia posterior en los embriones inyectados con
dnRAR (B), mientras que en los embriones inyectados con VP16-RAR aumenta su nivel
de expresion y se desplaza hacia anterior (). (C, J) En-2 se desplaza hacia posterior (C)
0 hacia anterior (J) en los embriones inyectados con dnRAR y VP16-RAR,
respectivamente. (D, K) Fgf8 se difumina y expande caudalmente en los embriones
inyectados con la construccién dominante negativa (D) y se mueve rostralmente vy
aumenta su expresion en los embriones inyectados con VP16-RAR (K). (E, L) La
sobreexpresion de dnRAR aumenta y expande el dominio del cerebro medio de Xiro1 (E),
por otra parte, la sobreexpresion de VP16-RAR desplaza hacia anterior la expresién de
este gen (L). (F, M) La falta de funcién de la sefial de acido retinoico (dnRAR) inhibe la
expresion de Delta de la placa neural y de la region de la placoda del trigémino (F),
mientras que la sobreexpresién desplaza hacia anterior la placoda del trigémino vy
pareciera aumentar la expresion de Delta en este territorio (M). (G, N) Wnt1 se expande
en los embriones que sobreexpresan dnRAR, no cambiando significativamente su
posicion (G). La inyeccion de VP16-RAR desplaza hacia anterior y expande la expresion
de Wnt1 (N).

Cada experimento fue realizado con un numero superior a 30 embriones. Los
porcentajes de efecto fue cercanos al 60%.

5.2. Papel de FGF y la via de senalizacion Wnt en el desarrollo del
istmo

Moléculas de la familia de factores de crecimiento fibroblastico (FGFs) y ligandos del tipo
Wnt han sido propuestos como agentes posteriorizantes, capaces de producir
transformaciones de tejidos anteriores en tejidos de caracter mas posterior e inducir la
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expresion de genes que se expresan normalmente en dominios caudales en el embrion
de Xenopus (revisado por Gamse y Sive, 2000). Siguiendo con nuestro analisis del
posicionamiento y desarrollo del organizador del istmo examinamos el papel de estas
proteinas en la expresion de los genes Otx-2, Xiro1, Gbx-2 y Fgf8. Con este fin,
sobreexpresamos una forma dominante negativo del receptor tipo IV de FGF, que tiene
mutado el domino quinasa, (dnFGFR4) el cual, a las concentraciones usadas, interfiere
preferentemente con el papel de FGF en el ectodermo neural y no muestra efectos
significativos en la induccién del mesodermo, territorio en el que FGF posee un papel
ampliamente descrito (Amaya y cols., 1991). Para interferir con la funcion de la via de
sefalizacion Wnt hicimos uso de una forma dominante negativo del factor de
transcripcion TCF3 (dnTCF3) que interactia con b-catenina nuclear, complejo que
promueve la transcripcion de los genes blanco de esta via de transduccion. La
sobreexpresion en un blastdbmero en estadio de dos células de dnTCF3 inhibe la
expresion del cerebro medio de Otx-2 (Figura 29A), aumentando y expandiendo hacia
anterior la expresion de Gbx-2 y Xiro1 (Figura 29B y D). Ademas la expresion de Fgf8 se
extiende hacia anterior en la mitad inyectada del embrion (Figura 29C). El analisis de la
falta de funcion de FGF, producida por inyeccién en un blastomero en estadio de dos
células de dnFGFR4 en el establecimiento del limite entre el cerebro medio y posterior,
mostrd que la ausencia de activacion de la via FGF en los embriones inyectados restringe
la expresion de Otx-2 hacia rostral (Figura 29E) e inhibe la expresién de Xiro1 del cerebro
medio (Figura 29H).
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Figura 29. Efectos de FGF y la sefial Wnt en el desarrollo del istmo

Los embriones fueron inyectados en un blastémero en estadio de dos células con
0.5ng del RNA para el receptor mutado de FGF (dnFGFR4) (A-D) o con 0.5ng del RNA
para el dominante negativo de TCF3 (dnTCF3) (E-H) junto a FDAx como marcador de
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linaje celular. La expresion de Otx-2, Gbx-2, Xiro1 y Fgf8 fue analizada en estadio de
neurula media. (A, E) La expresion de Ofx-2 es restringida en los embriones inyectados
con estos transcritos. (B, F) En los embriones inyectados con dnTCF3 la expresion de
Gbx-2 aumenta y se desplaza hacia anterior (B), el efecto opuesto se observa en los
embriones que sobreexpresan el receptor mutado de FGF (E). (C-G) La expresion de
Fgf8 se difumina y expande levemente hacia anterior en los embriones inyectados con
dnTCF3 (C), mientras que la inyeccion de dnFGFR4 mueve hacia posterior y disminuye la
expresion de Fgf8 (F). (D,H) La expresion del cerebro medio de Xiro1 se extiende hacia
anterior en embriones inyectados con dnTCF3 (D) y disminuye en los embriones
inyectados con dnFGFR4 (H).

Las puntas de flecha apuntan a los efectos descritos.

Cada experimento se realiz6 con un nuamero superior a 45 embriones. Los
porcentajes de efecto fue cercanos a 67%.

Ademas, produce embriones en los que la expresién de Gbx-2 esta disminuida y
desplazada caudalmente (Figura 29F). Fgf8 se observa difuso y desplazado hacia
posterior en estos embriones (Figura 29G).

Por ultimo, realizamos experimentos de conjugados usando bolitas embebidas de
una solucion de bFGF (FGF basico). Observamos que bFGF es capaz de inducir la
expresion de Xiro1, Gbx-2 y En-2 en ectodermos expresando Otx-2 (Figura 30A, By C).
No observamos expresion de Fgf8 en estos ensayos, lo que podria deberse a un nivel
muy bajo de expresion de este gen. La induccion de estos genes no es un artefacto del
ensayo ya que conjugados de ectodermos control y bolitas embebidas en FGF o
ectodermos expresando Otx-2 puestos en contacto con bolitas embebidas en BSA no
presentan induccién de En-2 (Figura 30Cap C y BSA, respectivamente).
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Figura 30. Capacidad de &acido retinoico (RA) y FGF para inducir el istmo in vitro

Los embriones fueron inyectados en estadio de una célula con 5ng del RNA para
Otx-2, los hemisferios animales (caps) fueron explantados en estadio 10 y se procedio a
implantar bolitas (Sephadex 50) embebidas en acido retinoico o FGF (100ng/ml). Estos
conjugados de hemisferios expresando Otx-2 y bolitas se cultivaron hasta equivalente de
estadio 17 cuando la expresion de Xiro1, Gbx-2, En-2 y Fgf8 fue analizada. (A-D) En los
conjugados de caps Oifx-2 y bolitas FGF se observa induccion de Xiro1y En-2 (A, 63%
n=19y C, 78% n=16). Gbx-2 es débilmente inducido en los bordes del conjugado (B, 54%
n=13). Fgf8 no fue detectado en nuestro ensayo (D, 0% n=15). (A’-D’)acido retinoico (RA)
induce la expresion de Xiro1 'y En-2 en estos conjugados (A’, 75% n=17 y C’, 82% n=21).
Gbx-2 es inducido fuertemente por acido retinoico (B’, 92% n=9). No observamos
expresion de Fgf8 en los tejidos ectodérmicos tratados con RA (D’, 0% n=17). Los efectos
en los tejidos que expresan Otx-2 son producidos por las moléculas presentes en las
bolitas. Conjugados de tejido inyectado con Otx-2 no expresa En-2 al usar bolitas
embebidas en BSA (BSA, 0% n=7). Por ultimo, FGF no es capaz de inducir la expresion
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5.3.
por

de En-2 en tejido ectodérmico no inyectado con Otx-2 (CapC, 0% n=13).

Las puntas de flecha indican la expresién descrita para cada caso.

Los efectos acido retinoico sobre Otfx-2 son mediados en parte
Gbx-2

5.4.

Ha sido demostrado previamente que los agentes posteriorizantes modifican el eje
antero-posterior del embrion, promoviendo el desarrollo de estructuras posteriores y
restringiendo o haciendo desaparecer las estructuras derivadas de la region anterior del
embrion (Kolm y Sive, 1995; esta tesis). La posicion del limite caudal de expresion de
Otx-2 puede ser alterado utilizando construcciones dominantes negativa y activadora del
receptor de acido retinoico RAR (Blumberg y cols., 1997). Asi mismo, la inyeccion de
transcritos de Gbx-2 o de su fusion represora (Gbx-EnR) es capaz de restringir la
expresion de Otx-2 rostralmente, de manera similar a lo producido por la fusion
dominante activadora del receptor para acido retinoico (VP16RAR, Figura 16D,E y 28H).
Por otra parte, la inyeccion de Gbx-E1A expande la expresién de Otx-2 hacia caudal de
forma similar a lo observado para la construccion dominante negativa del receptor de
acido retinoico (dnRAR, Figura 16F y 28A). Tomando estos datos en consideracion,
examinamos si los efectos observados para las construcciones del receptor de acido
retinoico eran mediados por Gbx-2. Primero, determinamos en un experimento similar al
de rescate (Figura 27B), que la restriccion de Otx-2, provocada por HD-GR-EnR es
debida a la activacién ectopica de Gbx-2. De esta manera, la coinyeccion de HD-GR-EnR
y Gbx-GR-E1A y posterior activacién en estadio de gastrula tardia produce la expansion
caudal de Otx-2, dominando el efecto de la fusiéon dominante activadora de Gbx-2 en
estos embriones (Figura 31A). Por otra parte, Fgf8 es expresado en estos embriones en
una posicién mas anterior (Figura 31C), sugiriendo que su expresion esta controlada por
HD-GR-EnR mas que por la ausencia de la funcién Gbx-2. Realizamos experimentos de
coexpresidon para comprender la relacion epistatica entre acido retinoico y Gbx-2.
Observamos que la coinyeccion de VP16RAR y Gbx-E1A genera embriones con el patréon
normal de expresién de Otx-2 (Figura 31B) y la expresién de Fgf8 aumenta y se expande
hacia rostral y caudal en estos embriones (Figura 31D), sugiriendo que el nivel de
expresion de Fgf8 pudiese estar controlado por acido retinoico y su posicion final por
Gbx-2.

Interaccién entre Xiro1, acido retinoico y Gbx-2

Los efectos producido por acido retinoico en la posicion del limite caudal de la expresién
de Otx-2 son mediados en parte por Gbx-2 (Li y Joyner, 2001 y esta tesis) y Xiro1 regula
la expresiéon de Gbx-2 en la region del romboencéfalo. Con estos antecedentes,
investigamos la relacion epistatica de estos componentes para definir de este modo, la
jerarquia molecular en el establecimiento del organizador del istmo. La induccién, en
estadio de gastrula tardia, de embriones inyectados con la construccién represora de
Xiro1 (HD-GR-EnR), expande hacia anterior la expresion de Gbx-2 y a través de esta
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modificacion, restringe la expresion de Otx-2 rostralmente (Figura 32A y C). Al coinyectar
la fusion dominante negativo del receptor de acido retinoico (dnRAR) y HD-GR-EnR
observamos que la expresion de Gbx-2 es desplazada caudalmente, sin embargo, su
expresion esta aumentada en comparacién a la mitad control (Figura 32B). Esto sugiere
que Xiro1 podria controlar la expresion de Gbx-2 y acido retinoico la posicion en que
Gbx-2 es expresado normalmente en el embrion. Ademas, Ofx-2 es expandido en estos
embriones (Figura 32D), confirmando el papel de acido retinoico en el establecimiento del
limite caudal de este gen. Opuesto a la expansion de Gbx-2 detectada para HD-GR-EnR,
la fusion dominante activadora de Xiro1(HD-GR-E1A) inhibe completamente la expresion
de este gen (Figura 32E). Este efecto sobre Gbx-2 es revertido mediante la coinyeccion
de cantidades iguales de HD-GR-E1A y VP16RAR, observandose embriones con
expresion de Gbx-2 en la mitad inyectada (Figura 32F). Estos resultados no nos permiten
definir una jerarquia clara entre estos componentes, pero sugieren que la expresion de
Gbx-2 es controlada por ambos, Xiro1 y acido retinoico, y que el limite caudal de la
expresion de Otx-2 es definida principalmente por Gbx-2.

Otx2 A

HD-GR-EnR
Gbx-GR-E1A

Figura 31. Interaccién de acido retinoico y Gbx-2

Los embriones fueron inyectados en un blastomero en estadio de dos células con
mezclas de mRNAs para las fusiones inducibles, represora de Xiro1 (HD-GR-EnR) y
dominante activadora de Gbx-2 (Gbx-GR-E1A)(1ng de cada uno) (A, C) y con una mezcla
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de la fusiébn dominante activadora de &cido retinoico (VP16-RAR, 1ng) y la fusion
dominante activadora de Gbx-2 (Gbx-E1A, 0.3ng) (B, D) para luego ensayar la expresion
de Otx-2 (A,B) y Fgf8 en estadio 17(C, D). Las construcciones inducibles fueron activadas
en estadio de gastrula tardia. (A) La expresion de Otx-2 se extiende hacia posterior con la
inyeccion de esta mezcla. (C) En estas condiciones la expresion de Fgf8 se expande y
desplaza hacia anterior. (B) La expresion de Ofx-2 es relativamente normal en los
embriones inyectados con VP16-RAR+GbxE1A. (D) Fgf8 se expande y levemente
desplaza hacia rostral en los embriones inyectados con VP16-RAR+GbxE1A.

Cada experimento fue realizado con un numero de embriones mayor a 45. Los
porcentajes fueron cercanos a 70%. Puntas de flecha apuntan los efectos descritos.

Figura 32. Interaccion entre Xiro1, acido retinoico y Gbx-2

Los embriones fueron inyectados en un blastémero en estadio de dos células con
1ng de cada RNA. Las fusiones inducibles fueron activada en estadio 12.5. (A, B) La
inyeccion de HD-GR-EnR aumenta y desplaza hacia anterior la expresion de Gbx-2 (A).
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Al coinyectar el dominante negativo del receptor de &acido retinoico (dnRAR)en estos
embriones la expresion de Gbx-2 se mantiene elevada pero se mueve hacia posterior (B).
(C, D) De acuerdo a lo observado en la expresién de Gbx-2, la expresion de Ofx-2 es
restringida rostralmente en los embriones inyectados con HD-GR-EnR (C) y se expande
en estos embriones al bloquear la funcion de acido retinoico (D). (E, F) Gbx-2 es inhibido
en los embriones que sobreexpresan la fusién dominante activadora de Xiro1 (E). La
expresion de este gen es reestablecida al coinyectar la construccidon dominante
activadora de Xiro71 junto a la construccion dominante activadora de acido retinoico
(VP16-RAR) (F).

Cada experimento se realizé dos veces con alrededor de 35 embriones para cada
caso. Los porcentajes de efecto fueron cercanos a 65%. Puntas de flecha indican el
fenotipo descrito.

6. Papel de la via de seinalizacion Notch/Delta en la
formacién del organizador del istmo

El sistema Notch/Delta es el principal mecanismo de sefializacion célula-célula descrito
en el desarrollo embrionario. Como hemos demostrado, la interaccion de tejidos
expresando Otx-2 y Gbx-2 es suficiente para inducir los marcadores del organizador del
istmo, como también para inducir la expresién de Deltal. Deltal posee un patrén
dinamico de expresion que incluye numeroso territorios dentro del embrion. Para el
momento en que la expresion inicial de Fgf8 es detectada, Deltal se expresa en un
dominio adyacente a la region anterior de expresion de Xiro1 dentro de la placa neural
(Figura 35A y de la Calle-Mustienes y cols., enviado a Development). Evaluamos el papel
de este sistema en el desarrollo del limite entre el cerebro medio y posterior, para ello
hicimos uso de construcciones, anteriormente descritas (McLaughlin y cols., 2000), que
modifican la actividad de la sefal Notch de forma auténomo celular. Las construcciones
del tallo intracitoplasmatico de Notch actuan positivamente sobre la via Notch por
sobreexpresion del efector directo (la regiéon de repetidos de ankirina de Notch (NICD y
NICD-GR)). La fusion de Supressor of Hairless y los repetidos de ankirina
(Su(H)-ank-GR) permite prescindir de la protedlisis de Notch, transformando este factor
de transcripcion de represor a activador y la construccion dominante negativo
(Su(H)-DBM-GR) bloquea la accion de la via Notch ya que posee mutado el sitio de unién
al DNA. Asi, el tallo intracitoplasmatico de Notch es capturado en el nucleo pero este
complejo es incapaz de unirse a los promotores de los genes blancos. La sobreexpresion,
en un blastbmero en estadio de dos células, del tallo intra citoplasmatico de Notch
inducible o no (NICD-GR y NICD respectivamente) o de una fusidén dominante activadora
inducible del factor de transcripcion, componente de esta via, Supressor of Hairless
(Su(H)-ank-GR) produce desplazamiento hacia anterior y expande la expresién de Gbx-2
(Figura 33A, M y F, respectivamente). De forma opuesta, la inyeccion de una fusion
inducible, que tiene mutado el dominio de unién al DNA y que actua como dominante
negativo de la funcién Su(H) (Su(H)-DBM-GR), genera embriones en los que la expresion
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de Gbx-2 estd levemente desplazada hacia caudal (Figura 33T). Otx-2 es restringido
anteriormente en los embriones que poseen la via Notch activada (Figura 33B, N y G).
Sin embargo, aun cuando la expresién de Ofx-2 es restringida, la expresion de los
marcadores mesencefalicos Wnt1 y Pax2 se observan desplazados hacia anterior y
expandidos (Figura 33C, O, H y D, P, | respectivamente). No se detecté cambio
significativo en la expresién de Otfx-2 en los embriones inyectados con Su(H)-DBM-GR
(Figura 33U), sin embargo el patrén de expresion de Wnt1 y Pax2 es modificado en estos
embriones, observandose disminucién de su expresion (Figura 33V y W). Esto sugiere
que la via Notch podria participar en la inducciéon de las estructuras mesencefalicas.
Ademas, analizamos el efecto de las construcciones que aumentan la sefal Notch sobre
Fgf8, Xiro1 y los marcadores de tejido neural y pliegues neurales, Xsox2 y Xslug. Fgf8
aumenta su expresion en los embriones inyectados con NICD, Su(H)-ank-GR'y NICD-GR
(Figura 33E, J y Q). Xiro1 es expandido anteriormente (Figura 33K y R) y Xslug aumenta
su expresion en estos embriones, no observandose alteraciones en la expresion del
marcador de tejido neural general Xsox2 (Figura 33L y S). Estas observaciones sugieren
que la via Notch podria controlar la expresion de Xiro1 y/o Gbx-2 y a través de esta
modificacion, alterar el patrén de Otx-2. Finalmente, la via Notch regularia la expresion de
Whnt1, Pax2 y Xslug de forma independiente a los efectos anteriormente descritos.

3hx2 ix? Wt Pax2 Fyrg Xira1 Xgox?
E Kslug

g
-

E u W
1t Rde b
a2 i

Figura 33. Efecto de la via Notch sobre la formacion del limite entre el cerebro medio y
posterior

Los embriones fueron inyectados en un blastémero en estadio de dos células con
1ng del tallo intra celular de Notch inducible (M-S) o no (A-E) (N/ICD-GR y NICD), 0.5ng
de la fusion dominante activadora inducible de Supressor of Hairless (Su(H)-ank-GR)
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6.1.

(F-L) o 0.25ng de la construccion dominante negativa inducible de Supressor of Hairless
(Su(H)-DBM-GR) (T-W) junto a FDAx como marcador de linaje celular. Las fusiones
inducibles fueron activadas en estadio de gastrula tardia y la expresién de los genes
sefalados analizada en estadio de neurula media. (A,F,M,T) La expresion de Gbx-2 se
expande hacia anterior en los embriones que sobreexpresan la via Notch (A/F,M) vy
practicamente no varia en los embriones en que la funcidon Notch esta bloqueada (T).
(B,G,N,U) La expresion de Otfx-2 es restringida hacia anterior en los embriones en que se
sobreexpresé las construcciones que activan la via Notch (B, G, N) y no varia en los
embriones expresando Su(H)-DBM-GR (U). (C,H,0,V) Wnt1 es expandido y desplazado
anteriormente en los embriones con la via de Notch activada (C, H, O), mientras que la
falta de funcién de Notch desplaza hacia anterior e inhibe la expresion de Wnt1. (D,I,P,W)
Pax2 se comporta de manera similar a lo observado para Wnt1. (E,J,Q) Fgf8 aumenta y
desplaza rostralmente su expresion en los embriones inyectados con las construcciones
que activan la via Notch. (K,R) La expresiéon de Xiro1 no cambia significativamente los
niveles de expresion pero es desplazado anteriormente en los embriones inyectados con
NICD-GR y Su(H)-ank-GR. (L,S) La expresion de Xslug es expandida en estos
embriones, modificacion que no compromete la placa neural marcada por Xsox2. Los
experimentos fueron realizados con 45 embriones y los porcentajes de efecto fueron
cercanos al 58%. Las puntas de flecha indican los efectos sefialados.

Interaccién de Otx-2y la via Notch en la induccién de Pax2

Para analizar, mas directamente, la capacidad de la via Notch de inducir genes
mesencefalicos directamente investigamos en experimentos de hemisferios animales la
habilidad de la via Notch de inducir la expresién de En-2, Wnt1 y Pax2 en ectodermos
que expresan ademas Otx-2. Los embriones fueron inyectados en estadio de una célula
con transcritos de Otx-2 o una combinacion de mRNAs de Otx-2 y de la construccion del
tallo intra citoplasmatico de Notch (Notch ICD). Los hemisferios animales de estos
embriones fueron explantados en estadio 10, crecidos hasta estadio de neurula media
cuando la expresion de En-2, Pax2 y Whnt1 fue analizada. La inyeccion de Otx-2 fue
incapaz de inducir la expresion de estos marcadores en este ensayo (Figura 34A, B y C).
Del mismo modo, la coinyeccion de Otx-2 y Notch ICD tampoco induce la expresiéon de
En-2 y Wnt1 (Figura 34D y F), sin embargo Pax2 es inducido por este tratamiento (Figura
34E), sugiriendo que la combinacién de la sefal Notch en células expresando Otx-2 es
suficiente para inducir la expresion de este gen.
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Figura 34. Interaccion de la via Notch y Otx-2

Los embriones fueron inyectados con 5ng de Ofx-2 o una combinacion de 5ng de
Otx-2 y 1ng del tallo citoplasmatico de Notch. Los hemisferios animales fueron
explantados en 10 y la expresion de En-2, Pax2 y Whnt1 analizada en equivalente de
estadio 17. (A,D) La expresion de En-2 no fue inducida en estas condiciones (A,D: 0%
n=13 y n=15). (B,E) Pax2 no es inducido en los tejidos ectodérmicos que expresan Otx-2
(B,0% n=17), mientras que es inducido débilmente en los hemisferios animales que
sobreexpresan la combinacion de Otx-2 y NICD (E, 24% n=18). (C, F) Wnt1 no es
inducido por estos tratamientos (0% n=16 y n=12).

7. Xiro1 controla la expresion de Delta1

Como se describié anteriormente, el sistema de sefalizacion Notch/Delta se ha propuesto
que participa en el establecimiento de bordes entre territorios. Debido al claro limite entre
el cerebro medio y posterior y el efecto de la modificacién de la actividad de este sistema
sobre el istmo, investigamos si Xiro, involucrado en el establecimiento del organizador del
istmo era capaz de regular también la expresién de Delta1 (DI). Mediante la inyeccién en
un blastomero en estadio de dos células, determinamos que Xiro y su fusién represora
(HD-GR-EnR) reprimen la expresion de DI en el limite entre el cerebro medio y posterior,
pero activa la expresion de DI en territorios cercanos al organizador del istmo (Figura 35B
y C). Ademas, observamos que la inyeccion de HD-GR-E1A o HD-GR inhiben la
expresion de DI (Figura 35D y E), sugiriendo que la funcién de Xiro es necesaria para la
expresion de este gen. Estos datos sugieren que Xiro podria reprimir la expresion de D/
en las células que expresan Xiro, pero activar la expresion de DI/ en las células
adyacentes a las células que expresan Xiro. Para resolver esta actividad inductiva no
auténomo celular de Xiro realizamos experimentos de conjugados. Embriones fueron
inyectados en estadio de una célula, crecidos hasta estadio 10 cuando el tejido
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ectodérmico, previamente inyectado con Xiro1, fue explantado y cultivado aislado o
conjugado con tejido control inyectado con un marcador de linaje celular (FDAX) y/o
expresando el receptor mutado de FGF (XFD o dnFGFR4) y la expresion de Deltat fue
analizada en estadio de neurula media. Xiro7 y no el marcador de linaje, es capaz de
activar la expresion de Deltal en los hemisferios animales aislados (Figura 35F y G).
Interesantemente, ademas de la activacion observada en los explantes ectodérmicos
inyectados con Xiro1, Xiro1 es capaz de inducir la expresién de Deltal de forma no
auténoma en el tejido control marcado con el marcador de linaje celular (Figura 35H e |).
Esta induccion es dependiente de la sefial de FGF en el tejido control como lo muestra la
ausencia de expresion en los conjugados expresando las formas mutadas del receptor de
FGF (Figura 35J y K).

“

HO-GR-ENR

:.'.'u

Figura 35. Xiro controla la expresion de Delta1

Los embriones fueron inyectados en un blastomero en estadio dos células. Las
fusiones inducibles activadas en estadio de gastrula tardia y la expresién de Deltat
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analizada en estadio 15. En los experimentos de hemisferios animales o conjugados los
embriones fueron inyectados en estadio de una célula, los hemisferios animales
explantados en estadio 10 y cultivados por separado o como conjugados hasta el
equivalente de estadio 15 cuando la expresion de Delta’ se analizd. (A)Expresion de
Delta1 (DI) en un embrién control (punta de flecha marca la expresion en el organizador
del istmo). (B) Xiro3 inhibe la expresion de DI en el istmo (punta de flecha) y la expande
en la placa neural (flecha). (C) La sobreexpresion de HD-GR-EnR inhibe la expresion de
DI en el istmo (punta deflecha) pero la induce en regiones mas anteriores (flecha). (D, E)
HD-GR-E1A y HD-GR inhiben la expresion de DI. (F) Hemisferios animales control no
expresan DI en el estadio analizado. (G) La inyeccion de Xiro3 promueve la expresion de
DI en los hemisferios animales (87% n=23). (H, 1) En los conjugados DI es inducido en el
tejido control (64% n=34), sugiriendo una propiedad no autdénoma de Xiro para inducir
Delta1. (J, K) La sefial no autonoma es FGF. La sobreexpresion del receptor mutado de
FGF (dnFGFR4 o XFD) bloquea la induccién de Xiro en el tejido control (5% n=21y 0%
n=23, respectivamente). En los conjugados el tejido control y el que expresa el receptor
mutado fue inyectado ademas con FDAx como marcador de linaje celular.

Los experimentos de sobreexpresion en los embriones se realizaron con un numero
cercano a 50 embriones y el porcentaje fue préximo a 70%.
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1. Xiro1 controla el desarrollo del mesodermo dorsal
reprimiendo la transcripcién de Bmp-4

Los genes Xiro1 y 2 han sido implicados en el control del desarrollo de la placa neural y
se ha demostrado que regulan la expresion de los genes proneurales Xash-3, ATH-3 y
Neurogenina (Bellefroid y cols., 1998; Gémez-Skarmeta y cols., 1998). Se ha establecido
recientemente que los efectos sobre el desarrollo de la placa neural son dependientes de
la actividad represora de Xiro1l sobre la transcripcion ectodérmica de Bmp-4
(Gémez-Skarmeta y cols., 2001). En esta tesis hemos descrito un nuevo papel para Xiro1
en el desarrollo del mesodermo dorsal en Xenopus.

Hemos mostrado por primera vez que Xiro1l es expresado en la region del
organizador de Spemann, donde es capaz de controlar la expresion de genes del
organizador como Chordin y Goosecoid. La expresion de Xiro1, en la zona dorsal
marginal en involucién, en una region que se superpone con el dominio de expresion de
otros genes del organizador (Chd, Gsc y Cer), es compatible con una funcién de este gen
regulando la expresion de genes del organizador. Usando proteinas quiméricas de Xiro1,
que contienen el dominio represor y activador de proteinas conocidas, pudimos analizar
si Xiro1 funciona como represor o activador de los genes mesodérmicos. Xiro1 y

Glavic Maurer, Alvaro 107



Papel del Complejo Iroquois en el Desarrollo Embrionario de Xenopus laevis.

Xiro-EnR produce los mismos efectos en los embriones inyectados, mientras que
Xiro-VP16 y HD-GR-E1A generan embriones con el fenotipo opuesto, indicando que
Xiro1 actuaria como represor transcripcional en el mesodermo (Lemaire y cols., 1998;
Latinkic y Smith, 1999).

La observaciéon que Xiro1 actia como represor transcripcional y que es capaz
también de inducir la expresién de genes dorsales sugiere que el efecto sobre estos
genes es indirecto. Este efecto podria ser mediado por la represion de otro factor, que a
su vez reprime la expresién de los genes dorsales. En esta tesis se muestra que tal factor
es probablemente BMP-4. Ciertamente, Xiro1 inhibe la expresion de genes ventrales,
incluyendo la transcripcion de Bmp-4. Asi, sugerimos que Xiro1 es expresado en el
mesodermo dorsal, donde ayuda a reprimir la expresion de Bmp-4. La inyecciéon de Xiro1
en el mesodermo ventral llevaria a una disminucion de los niveles de actividad de BMP-4,
induciendo la dorsalizacién de este tejido de manera similar a lo observado para la
inyeccion de la forma dominante negativo del receptor de BMP (Schmidt y cols., 1995;
Hoppler y Moon, 1998). Ya que la interferencia con la sefial de BMP-4 suprime la
expresion de Xwnt8, el efecto de Xiro1 sobre Xwnt8 es posiblemente debido a la
reduccion en la actividad de BMP-4 (Schmidt y cols., 1995; Hoppler y Moon, 1998).

En el proceso de dorsalizacion las senales del organizador (Chd, Noggin, etc.)
inducen el corazon, rinon y los somitos. Se ha propuesto que este patron de
diferenciacion dorso-ventral del mesodermo es producto de un gradiente de actividad de
BMP-4 generado en el mesodermo (Dosch y cols., 1997; Eimon y Harland, 1999). Este
gradiente emerge de la interaccién entre BMP-4 y las proteinas secretadas por el
organizador, como Noggin y Chordin, las que se unen a BMP-4 previniendo su
sefializacion (Zimermann y cols., 1996; Piccolo y cols., 1996). Aun cuando, al inicio de la
gastrulacién Bmp-4 es expresado en el mesodermo dorsal, su expresion desaparece de
esta region en estadio de gastrula media (Schmidt y cols., 1995; Hemmati-Brivanlou y
Thomsen, 1995). En este estadio, las proteinas que unen BMP estan siendo secretadas
por el organizador, aun cuando ha sido demostrado que su actividad no puede reprimir la
expresion de Bmp-4 (Baker y cols., 1999). Nuestros resultados muestran que Xiro1
reprime la expresion de Bmp-4 en el mesodermo dorsal. Mientras que Bmp-4 es
inicialmente expresado en toda la zona marginal (mesodermo), Xiro1 es transcrito en el
organizador de Spemann, probablemente como consecuencia de las mismas sefiales que
inducen el organizador. Xiro1 entonces es capaz de reprimir la transcripcién de Bmp-4 en
la region del mesodermo dorsal y contribuye asi a la dorsalizacién de este tejido (Figura
36). Baker y cols. (1999) mostraron que la sefial Wnt participa como represor de la
transcripcién de Bmp-4 en la region dorsal del embrion. Es interesante notar que Xiro1 es
activado en el ectodermo dorsal por la sefial Wnt (Gomez-Skarmeta y cols., 2001). Es
tentador proponer que las mismas sefiales involucradas en la formacién del centro de
Nieuwkoop podrian ser las responsables de la activacion de Xiro1 en el mesodermo
dorsal. Como la expresién de Xiro1 no abarca completamente la region donde Bmp-4 es
reprimido, es posible sugerir que factores adicionales también participan en la represion
de Bmp-4. Uno de estos factores podria ser el homdlogo al gen de pez Cebra, bozozok.
Este gen promueve la formacién del mesodermo dorsal y neuroectodermo anterior
mediante la inhibicién de la actividad de BMP2/4 y de la via Wnt (Melby y cols., 2000;
Sirotkin y cols., 2000; Fekany-Lee y cols., 2000).
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V

Figura 36. Xiro1 controla el patrén del mesodermo mediante la represion de la expresion
de Bmp-4 en el Organizador de Spemann

Xiro1 es expresado en el mesodermo dorsal, posiblemente como consecuencia de la
accion de las mismas senales que inducen el organizador de Spemann. En el
mesodermo dorsal Xiro1 actua como represor transcripcional, reprimiendo la expresion
del factor ventralizante Bmp-4 (lineas negras). Asi, Xiro1 permite, mediante la represion
de Bmp-4, la induccién del organizador (flecha) y en consecuencia de las moléculas
dorsalizantes (Chordin, Noggin, etc.). Chordin y Noggin difundirian de la region dorsal
(rojo), uniéndose a BMP-4 en las regiones lateral y ventral del mesodermo (azul),
generando de esta manera un gradiente de actividad de BMP-4. Finalmente, el gradiente
de actividad de BMP-4 se traduce en la diferenciacién de los distintos tipos celulares
derivados del mesodermo.

Gbémez-Skarmeta y cols. (2001) y nosotros hemos observado que Xiro7 inhibe la
expresion de Bmp-4 no solo en el mesodermo sino que también en el ectodermo (Figura
13). La disminucion de BMP-4 llevaria a la neuralizaciéon del ectodermo y expansién de la
expresion de los genes proneurales descrita previamente para las inyecciones de Xiro
(Bellefroid y col., 1998; Gémez-Skarmeta y cols., 1998). Asi, el ensanchamiento de la
placa neural producido por la inyeccion de mRNA para Xiro (Gomez-Skarmeta y cols.,
1998, 2001) es probablemente el resultado de la dorsalizaciéon del mesodermo y
subsiguiente induccion neural del ectodermo en un territorio mas amplio. Sin embargo,
Goémez-Skarmeta y cols. (2001) ha reportado que los embriones inyectados con
HD-GR-EnR o HD-EnR no presentan alteraciones del mesodermo. De manera opuesta,
nuestros resultados muestran que la sobreexpresion de Xiro1 produce una clara
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modificacion del patréon del mesodermo y formacién de ejes secundarios. Una explicacion
para esta discrepancia podria relacionarse con el sitio de inyeccion. Gomez-Skarmeta y
cols. (2001) realizaron inyecciones en el hemisferio animal mientras que nuestras
inyecciones fueron dirigidas a la regién ecuatorial del embrion. En esta tesis comparamos
ambos tipos de inyecciones como se muestra, por ejemplo, en la Figura 13. Es claro que
la represion diferencial de Bmp-4 en el ectodermo o mesodermo depende del sitio de
inyeccion. Asi, nuestras observaciones apoyan la reinterpretacién de los experimentos
anteriormente publicados (Bellefroid y cols., 1998; Gomez-Skarmeta y cols., 1998, 2001)
y son importantes para la correcta interpretacién de los fenotipos de mutaciones nulas de
los genes Iro, producidos en raton.

Aun cuando nuestros resultados sustentan la conclusién que Xiro1 es represor de
Bmp-4, cierto puntos no pueden ser completamente explicados por nuestro modelo. Si
Xiro1 solo participase reprimiendo Bmp-4, las inyecciones de Xijro1 deberian generar los
mismos fenotipos producidos por la sobreexpresién del receptor dominante negativo de
BMP-4. Si bien ambos tratamientos causan dorsalizacion, existen sin duda diferencias.
Primero, Xiro1 es incapaz de inducir ejes secundarios completos, y segundo, Xiro1
produce disminucién del marcador de cresta neural, Xslug, mientras que el receptor
dominante negativo de BMP-4 expande la expresion de este marcador (Marchant y cols.,
1998). Una posible explicacion para esta diferencia es el mecanismo por el cual cada
tratamiento disminuye la actividad de BMP-4. Xiro1 regula la transcripcién de Bmp-4
mientras que la forma dominante negativa del receptor de BMP-4 bloquea la transduccion
de la senal, de esta forma cada modificacion experimental altera la actividad de BMP-4 de
manera diferente, llevando a distintos niveles efectivos de BMP-4. Ha sido determinado
que la induccion de las células de la cresta neural requieren un nivel muy especifico de
actividad de BMP-4, el que improbablemente es alcanzado a través de la inhibicién de la
transcripcién de Bmp-4 (Marchant y cols., 1998; Nguyen y cols., 1998). Alternativamente,
las diferencias observadas podrian ser explicadas por la acciéon de Xiro1 sobre otros
genes blanco. Xiro1 es expresado en la region posterior de la placa neural y es inducido
en el ectodermo por la combinacion de inductores neurales y agentes posteriorizantes
(Bellefroid y cols., 1998; Gomez-Skarmeta y cols., 1998). Es posible que Xiro1 pueda
poseer actividad posteriorizante, lo que podria explicar el porqué Xiro71 no puede inducir
ejes secundarios con estructuras anteriores normales.

En conclusién, en esta tesis hemos demostrado que Xiro1 se expresa en el
organizador de Spemann donde reprime la trascripcion de Bmp-4. Esta actividad
represora de Xiro1 es necesaria para la especificacion del mesodermo dorsal u
Organizador de Spemann.

2. El mecanismo de posicionamiento del organizador
del istmo esta conservado en pollo/ratén y Xenopus:
actividades de Otx-2 y Gbx-2
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En afos recientes, nuevos hallazgos publicados en numerosos estudios han
profundizado nuestro entendimiento de los mecanismos genéticos regulatorios que
sostienen la especificacion del organizador del istmo en el limite entre el cerebro medio y
posterior (Broccoli y cols., 1999; Liu y cols., 1999, Martinez y cols., 1999; Millet y cols.,
1999; Shamin y cols., 1999) y la naturaleza molecular de su actividad morfogenética
(Crossley y cols., 1996; Meyers, 1998; Reifers y cols., 1998; Martinez y cols., 1999;
Shamin y cols., 1999). Estudios en pollo, ratéon y pez cebra convergen en mostrar que
interacciones represivas mutuas entre los factores transcripcionales homeobox, de la
clase Otx y Gbx posicionan el organizador del istmo en el primordio neural (Rhinn y
Brand., 2001).

En esta tesis demostramos que mecanismos similares son conservados en Xenopus
y hemos usado las ventajas de este modelo para estudiar en mayor detalle este proceso
inductivo. Hemos analizado el patron de expresion de los genes Otx-2 y Gbx-2 desde el
estadio de gastrula hasta el estadio de neurula en embriones de Xenopus. Nuestros
resultados muestran que durante la gastrulacion la placa neural es dividida en un territorio
anterior, Otx-2 positivo, y un dominio posterior que expresa Gbx-2. En estadio de gastrula
tardia, el dominio posterior de Otx-2 se superpone con el territorio anterior de expresion
de Gbx-2. En estadio de neurula temprana, los dominios de expresion de estos genes
comienzan a separarse aun cuando mantienen un dominio de expresién tenue que se
superpone. Es en este estadio cuando comienza la expresion de Fgf8 en la regién de
solapamiento. Un patron de expresion similar fue recientemente descrito en pollo (Garda
y cols., 2001). Finalmente, en estadio de neurula media, el limite de los dominios de
expresion de Otx-2 y Gbx-2 se define y no se detecta solapamiento de estos genes.

Analizamos la actividad transcripcional de Otx-2 y Gbx-2 realizando fusiones de las
regiones de union al DNA con los dominios activadores (E1A) y represores (En)
(Friedman y cols., 1998; Jaynes y O’Farrell, 1991). Nuestros resultados indican que Otfx-2
y Gbx-2 son probablemente represores transcripcionales, ya que el mismo fenotipo,
ensayando la expresion de varios genes, es obtenido cuando los transcritos silvestres y
las construcciones represoras son sobreexpresadas y el efecto opuesto es observado en
los embriones inyectados con las fusiones activadoras. Asi, la inyeccion de Gbx-2 o su
construccion represora desplazan la expresion de Otx-2, Fgf8, Pax2, Wnt1 y En-2 hacia
posiciones mas anteriores. Esto es similar a lo observado en los embriones de un ratén
transgénico que expresa Gbx-2 bajo el promotor de Wnt1 (Millet y cols., 1999), o a lo
observado en pez cebra y en pollo mediante expresion ectdpica de este factor de
transcripcion (Katahira y cols., 2000; Rhinn y Brand, 2001). Gbx-2 y su fusion represora
modifican la expresién de Xiro1, posiblemente reprimiendo la expresion de Otx-2 que
mantiene la expresién de Xiro1 en el cerebro medio.

Nuestros resultados también muestran que Gbx-2 participa en la formacion de las
crestas neurales como represor transcripcional. En este momento no sabemos como
Gbx-2 controla la expresion del marcador de crestas neurales, Xslug. Sin embargo, ya
que Gbx-2 controla la expresion de moléculas de adhesiéon (King y cols., 1998) y ellas
interactuan con proteinas del citoesqueleto y con moléculas accesorias, como b-catenina,
es posible postular que la modificacion producida por Gbx-2 en el patrén de estas
moléculas podria alterar la migracién celular o modificar la sefal neuralizante a través de
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b-cateninas y de este modo expandir el dominio de expresién de Xslug.

La sobreexpresion de Ofx-2 o de su construccién represora produce el mismo
fenotipo al observado en embriones de ratones mutantes en los que Otx-2 es expresado
ectopicamente en el romboencéfalo bajo el promotor de En-1 (Broccoli y cols., 1999) o en
embriones de pollo donde Ofx-2 fue expresado ectépicamente en el cerebro posterior
(Katahira y cols., 2000): un desplazamiento posterior de los genes del organizador del
istmo. Debe ser notado que en algunos embriones la expresion de Gbx-2, Fgf8, Pax2,
Wnt1 o En-2 esta casi completamente ausente. Esta observacion puede ser explicada por
la existencia de una region limitada de competencia en la cual estos genes pueden ser
expresados. En otros vertebrados, experimentos de transplantes e implantes usando
bolitas cargadas con FGF8 han mostrado que tal region de competencia para la induccion
del organizador del istmo efectivamente existe (Martinez y cols., 1991; Bally-Cuif y
Wassef, 1994; Marin y Puelles, 1994; Crossley y cols., 1996; Martinez y cols., 1999).
Debe hacerse notar que el tamafo del cerebro medio, y en consecuencia la region de
competencia, en los embriones de Xenopus es mas pequefia que en pollo o ratén, y asi
la probabilidad de estar en el area de competencia es menor en Xenopus.

En conjunto estas observaciones sugieren que, como en otros organismos, la
represion mutua entre Otx-2 y Gbx-2 ocurre también en Xenopus. Esta interaccion define
la posicion final del limite de expresion de estos factores de transcripcion, el que a su vez
posiciona el organizador del istmo, detectado por la expresién de Fgf8, Wnt1, Pax2 y
En-2.

Los experimentos previos relacionados con la interaccién entre Otx-2 y Gbx-2 en la
especificacion del organizador del istmo han sido hechos en los animales completos,
donde la posibilidad que sefiales adicionales provenientes de distintas regiones del
embridon no ha sido descartada. En esta tesis hemos desarrollado un nuevo ensayo que
permite el analisis de las interacciones celulares en forma aislada. Hemos encontrado
que al conjugar hemisferios animales expresando Ofx-2 con hemisferios animales que
expresan Gbx-2 es suficiente para inducir marcadores del istmo como, Fgf8, En-2'y Wnt1.
Interesantemente, la expresion de Fgf8 es en el tejido que expresa Gbx-2, mientras que
la induccién de En-2 ocurre en las células que expresan Otx-2, lo cual recapitula la
situacion observada en el embrién completo. Este nuevo ensayo in vitro para estudiar la
induccién del organizador del istmo apoya evidencia indirecta recogida en ratén y pez
cebra. En mutantes de pez cebra, que carecen de la notocorda, la polaridad
antero-posterior del limite entre el cerebro medio y posterior es correctamente
especificada, indicando que la induccion de este borde no requiere sefales del
mesodermo axial (Halpern y cols., 1993; Talbot y cols., 1995; Ang y Rossant, 1994;
Weinstein y cols., 1994). Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad que en el
embrion otros factores, ademas de Ofx-2 y Gbx-2, son requeridos para inducir alguno de
los elementos del organizador del istmo. Ciertamente, apoyando esta posibilidad, en
raton la expresion inicial de En-2 es independiente del limite Otx-Gbx (Acampora y cols.,
1997). Nuestros resultados también sugieren que una sefal producida por las células
Gbx-2 positivas, seguramente FGF8, actia en las células que expresan Otx-2 para
inducir la expresiéon En-2'y Wnt1. De esta manera, al interferir con la senal FGF, mediante
la sobreexpresion de una forma dominante negativo del receptor de FGF (XFD), en el
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territorio Otx-2 la expresién de En-2 es suprimida. Hay que notar que la expresién de Fgf8
en el tejido que expresa Gbx-2 parece depender de un ciclo de mantencién, que involucra
FGF y posiblemente Wnt1, entre las células Otx-2 y Gbx-2, ya que al bloquear la via FGF
en el tejido Ofx-2 se inhibe la expresion de Fgf8 en el tejido expresando Gbx-2. Aln
cuando existe evidencia que XFD es capaz de bloquear otros ligandos de la familia FGF
(Amaya y cols., 1991), la interpretacién mas simple de nuestros resultados es que XFD
esta bloqueando la sefal de FGF8 producida por las células Gbx-2. Efectivamente, ha
sido propuesto que Fgf8 es el mediador de la actividad organizadora y es requerido para
mantener la expresion de los marcadores del istmo (Reifers y cols., 1998; Crossley y
Martin, 1995; Heikinheimo, 1994). Ademas, observamos que Gbx-2 es capaz de inhibir la
induccion de En-2 en el tejido Otx-2 sugiriendo que Gbx-2 promueve la formacion del
cerebro posterior inhibiendo el desarrollo del cerebro medio. Por ultimo, en nuestro
ensayo, donde finalmente las interacciones célula-célula son las responsables de inducir
el istmo, observamos induccion de Delta, principal ligando de Notch. Esto permite
pensar que el sistema Notch/Delta, principal mecanismo de sefnalizacion célula-célula,
podria ser el responsable de las interacciones que producen la induccion de Fgf8 en
nuestros conjugados.

En conclusién, hemos sido capaces de demostrar, en un nuevo ensayo de células
aisladas, que la interaccion Otx-2/Gbx-2 es suficiente para inducir el istmo y que el FGF8,
producido por las células que expresan Gbx-2, es responsable de inducir el organizador
del istmo.

3. Papel de Xiro1 en el posicionamiento del
organizador del istmo

Un trabajo previo ha mostrado que Xiro7 funciona como represor transcripcional en la
placa neural (Gomez-Skarmeta y cols., 2001), en esta tesis hemos descrito que participa
como represor en el establecimiento del patrén dorso-ventral del mesodermo (Glavic y
cols., 2001) y demostramos ademas que Xiro1 es requerido para la expresion de varios
marcadores del istmo actuando como represor transcripcional y participando en
diferentes estadios del desarrollo regula la expresién de distintos genes y de este modo
la posicion del organizador del istmo.

3.1. Xiro1 es requerido para la expresion de Gbx-2

Es claro de nuestro trabajo que la expresion de Xiro1 precede la expresion de Gbx-2, y
que este gen es activado inicialmente dentro del dominio de Xiro1. En embriones
inyectados con Xiro71 o una variante represora inducible (HD-GR-EnR) la expresion de
Gbx-2 es expandida. En contraste, en embriones inyectados con una forma dominante
negativo inducible de Xiro1 (HD-GR) o la variante dominante activadora (HD-GR-E1A),
Gbx-2 es reprimido. Adicionalmente, la expresién de Xiro1 en hemisferios animales es
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suficiente para inducir la expresiéon de Gbx-2. En conjunto estos resultados fuertemente
apoyan la idea que Xiro1 es requerido, como represor, para la expresion de Gbx-2 en el
organizador del istmo. Mas aun, hemos encontrado que en los embriones inyectados con
HD-GR-EnR, Gbx-2 es activado cuando la dexametasona (activacién de la fusion
inducible) se agrega en estadio de gastrula temprana o tardia. Esto sugiere que Xiro1
activa la transcripciéon de Gbx-2 en estadio de gastrula tardia.

3.2. Xiro1 es requerido para la expresiéon de Otx-2

3.3.

Xiro1 es coexpresado con Otx-2 en el cerebro medio (Gémez-Skarmeta y cols., 1998 y
esta tesis). Hemos encontrado una regulacion positiva mutua entre estos dos genes.
Otx-2 activa Xiro1 en hemisferios animales y Xiro1 activa la expresion de Otx-2 en
embriones y en hemisferios animales (esta tesis y Gémez-Skarmeta y cols., 2001).
También observamos activacion de Otx-2 en los embriones inyectados con HD-GR-EnR 'y
posterior induccion en gastrula temprana, pero no cuando la dexametasona fue agregada
en estadio de gastrula tardia. Mas aun, al interferir con la funcién de Xiro1, en estadio de
gastrula temprana, mediante la sobreexpresién de HD-GR o HD-GR-E1Ala expresion de
Otx-2 es inhibida. Esto indica que Xiro1 es requerido durante gastrula temprana, como
represor, para la expresion de Otx-2.

Efectos de Xiro1 sobre el posicionamiento del istmo

La posicion del organizador del istmo resulta del balance de la represién mutua entre Otx
y Gbx (esta tesis; Millet y cols., 1999; Broccoli y cols., 1999; Katahira y cols., 2000). Ya
que Xiro1 participa en la activacién de ambos genes, ayuda también al posicionamiento
del limite entre el cerebro medio y posterior. Sobreexpresion de Xiro1 durante la
gastrulacién produce activacion ectépica de Otx-2 en posiciones mas caudales dentro del
embrion. Esto promueve el desplazamiento posterior de la posicion del istmo,
indistintamente que Xiro1 expande ademas la expresién de Gbx-2 en neurula temprana.
El desplazamiento hacia posterior es observado también en los embriones inyectados
con HD-GR-EnR y tratados con dexametasona en gastrula temprana, pero no cuando la
hormona es agregada en gastrula tardia. En esta ultima condicién, Xiro1 ya no puede
activar la expresion de Otx-2, pero puede activar Gbx-2, lo que desplaza el limite entre el
cerebro medio y posterior hacia anterior, reprimiendo la expresion de Otx-2.

No sabemos como Xiro1 puede activar dos genes diferentes, Otx-2 y Gbx-2, en dos
lugares y momentos diferentes. Una posibilidad es que Xiro? podria actuar en
colaboracién con otros factores como acido retinoico, Fgf o la sefial Wnt, los que han sido
involucrados previamente en la posteriorizacion de la placa neural y en la induccién de
Gbx-2 (Gvalas y Krumlauf, 2000; Gamse y Sive, 2000).

3.4. Xiro1 es suficiente y necesario para la expresion de Fgf8

Los efectos de Xiro1 sobre la expresion de Fgf8 no son explicados por su efecto sobre
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Otx-2 y Gbx-2. La interferencia con la funciéon de Xiro1 suprime completamente la
expresion de Fgf8. Esto no es producto de la ausencia de Gbx-2, ya que la forma
dominante negativo de Gbx-2 no reprime la expresion de Fgf8, ademas, en embriones en
los que la funcidon Xiro1 es reprimida y se restituyd niveles de Gbx-2 que reestablecen la
expresion normal de Ofx-2, no existe expresién de Fgf8. Este resultado sugiere que Xiro1
es absolutamente necesario para la expresion de Fgf8 y que Oix-2 y Gbx-2 no son
suficientes para la activacion de Fgf8. De acuerdo con este resultado, en embriones
mutantes para Gbx-2, Fgf8 es inicialmente expresado pero no se mantiene en el tiempo
(Wassarmann y cols., 1997). Por otra parte, la sobreexpresién de Xiro1 y HD-GR-EnR
produce ensanchamiento del dominio de expresion de Fgf8. Esto podria ser
consecuencia de un mas amplio solapamiento de los territorios de expresion de Ofx-2 y
Gbx-2, proceso que ha sido propuesto como responsable de la activacion de Fgf8 en
pollo (Garda y cols., 2001). Establecimos que este no es el caso, Xiro es capaz de inducir
efectivamente la expresion de Fgf8 en ensayos de hemisferios animales y mas aun, Xiro
induce la expresion de Fgf8 en los hemisferios animales en presencia de las
construcciones que interfieren con las funciones de Otx-2 y Gbx-2. Esto muestra que Xiro
puede activar directamente la expresion de Fgf8 en ectodermo que carece de las
actividades de Otx-2 y Gbx-2.

Usamos también el ensayo in vitro desarrollado en esta tesis para analizar el papel
de Xiro1 en la induccién del organizador del istmo. Conjugados de hemisferios animales
expresando Otx-2, por un lado, y Xiro1, por el otro, inducen la expresion de En-2 en el
hemisferio Otx-2 y Fgf8 en el hemisferio Xiro1. Este resultado es el esperado si Xiro7 esta
activando la expresion de Gbx-2, el que a su vez interactia con el hemisferio Otx-2.
Ademas de este papel de Xiro1 en la induccién del istmo, encontramos que la actividad
de Xiro1 es requerida en el tejido Ofx-2, ya que la coexpresion de Oix-2 y una forma
dominante negativo de Xiro1 bloquea la induccién de En-2. Asi, la regulacién mutua de
Otx-2 y Xiro1 genera un dominio de coexpresion de estos genes (cerebro medio),
coexpresion que es probablemente necesaria para definir la competencia de las células a
la induccion producida por la sefal (posiblemente FGF), proveniente de las células que
expresan Gbx-2. La expresion cefalica de los genes Iro en pollo y ratén correlaciona,
exactamente, con la region del diencéfalo que produce organizadores del istmo ectdpico
como respuesta a los transplantes de cerebro medio e implantes de bolitas embebidas
con FGF8 (Bosse y cols., 1997; Bosse y cols., 2000; Alvarado-Mallart, 1993; Crossley y
cols., 1996). En conclusion, nuestros resultados muestran que Xiro1, ademas de regular
la expresion de Otx-2 y Gbx-2 en distintos estadios, y de probablemente activar
directamente Fgf8, le confiere al tejido que expresa Otx-2 la competencia para responder
a las senales inductivas que especifican el istmo.

Hasta aqui hemos abordado el papel de los genes /ro en el desarrollo de Xenopus,
en particular en la formacién del eje dorso-ventral del mesodermo y en relacion con el
limite entre el cerebro medio y posterior, y la funcion de los genes Otx-2 y Gbx-2 en la
induccion y posicionamiento del organizador del istmo. Esta region de la placa neural
corresponde a uno de los dominios especificados en el eje antero-posterior del embrion.
A continuacién analizaremos el papel del mesodermo y de las sefales posteriorizantes en
el establecimiento del organizador del istmo y como estos elementos se relacionan con
los genes previamente descritos.
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3.5. Un modelo para el posicionamiento del organizador del istmo

Con los datos hasta aqui presentados proponemos el siguiente modelo para el
posicionamiento del organizador del istmo en Xenopus (Figura 37). En este modelo
algunos de los elementos son similares a los encontrados en pollo y ratén, sin embargo,
importantes nuevos componentes, encontrados en esta tesis, son incluidos. En estadio
de gastrula (Figura 37A) existe en la region caudal del cerebro medio, activacion
reciproca entre Otx-2 y Xiro1. Estas interacciones ayudan a mantener la coexpresion de
estos dos genes, la cual es necesario para definir el dominio de competencia a las
sefales que inducen el istmo (En-2). Durante el estadio de gastrula tardia-neurula
temprana, Xiro1 activa la expresién de Gbx-2 (Figura 37A y B). Esto produce la
superposicion de las expresiones de Otx-2 y Gbx-2 en la regidon presuntiva del istmo. En
este territorio, en parte como consecuencia de la accién de Xiro1,asi como también por la
interaccion Otfx-2/Gbx-2, se activa la expresion de Fgf8 en la regiéon presuntiva del
organizador del istmo (Garda y cols., 2001; Figura 37B). Fgf8 y Gbx-2 inician un ciclo de
regulacion positiva. Entonces, la represion mutua de Gbx-2 y Oftx-2 transforman la
interfase del istmo presuntivo en un limite definido (Figura 37C). Xiro1 luego es requerido
en el territorio Ofx-2 para la induccion de En-2 (y probablemente Wnt1), via FGF8
producido en las células Gbx-2 positivas. El organizador del istmo se perpetia mediante
las interacciones entre Fgf8, En-2y Wnt1.

Aun cuando mostramos evidencia para este modelo en embriones de Xenopus, los
patrones de expresién de varios genes Iro en ratén, pollo y pez cebra son compatibles
con nuestro modelo. En Xenopus, Xiro1, 2 y 3 son expresados en el limite entre el
cerebro medio y posterior (Bellefroid y cols., 1998; Gomez-Skarmeta y cols., 1998). En un
trabajo reciente Sato y cols., (2001) muestran que en pollo el territorio positivo para Irx-2
es capaz de responder a la sefal Fgf8b en la regién del organizador del istmo. Futuros
experimentos son requeridos en estos organismos para establecer el papel de los genes
Iro en la especificacién del organizador del istmo.
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Figura 37. Modelo para la induccién y posicionando del organizador del istmo

(A) En gastrula tardia. Xiro1 abarca el dominio de expresién Gbx-2 y el territorio
presuntivo del cerebro medio de Oix-2, promoviendo (flechas) la expresion de Oix-2 y
Gbx-2 en dominios complementarios. Ademas, Otx-2 activa la expresién de Xiro1 en el
cerebro medio durante los estadios tempranos de desarrollo. En este estadio empiezan
las actividades represivas mutuas de Otx-2 y Gbx-2 (lineas rojas). (B) Neurula temprana.
El dominio de expresién débil que se superpone entre Otx-2 y Gbx-2 empieza a ser
restringido. El desplazamiento de Gbx-2 hacia Ofx-2 podria ser debido a la actividad
inductiva de Xiro1 (flecha). En este estadio, como resultado del dominio de solapamiento
creado por Ofx-2 y Gbx-2 (flechas punteadas) y la actividad de Xiro1 en esta region
(flecha), comienza la expresion de Fgf8 y por consiguiente el establecimiento del istmo.
(C) Neurula media. Emerge el limite claro entre las expresiones de Ofx-2 y Gbx-2,
probablemente debido al equilibrio alcanzado por sus actividades inhibitorias mutuas
(lineas rojas). La interaccion entre Otx-2 y Gbx-2 mantiene Fgf8, la que refuerza la
expresion de Gbx-2 en la cara caudal del istmo (flecha). Ademas, Fgf8 induce la
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expresion de En-2 en el territorio competente, definido por el coexpresion de Otx-2 y
Xiro1, por otra parte, Gbx-2 reprime la expresiéon de En-2. a: anterior, p: posterior.

Es interesante notar que en Drosophila los genes Iro participan en la formacion de
bordes organizadores durante el desarrollo de los discos imaginales (Cavodeassi y cols.,
2001. Aqui hemos encontrado una funcioén similar para los genes Iro en el desarrollo del
cerebro de vertebrados. El patrén de expresién restringido de varios genes Iro en los
rombémeros de vertebrados, los que se comportan como compartimentos (revisado por
Lumsden y Krumlauf, 1996), abren la posibilidad que los genes Iro sean elementos
comunes en las vias genéticas requeridas para la generacién de bordes entre territorios.

4. Papel del mesodermo axial en la induccién del
organizador del istmo

El mesodermo axial (notocorda y mesodermo precordal) es el tejido embrionario al que se
le han asignado las propiedades transformantes que dan origen a los distintos tipos
celulares a lo largo del eje antero-posterior de Xenopus. En el mesodermo precordal se
expresan moléculas (Cerberus y Dickkopf) secretadas que determinan en las células de
la placa neural propiedades anteriores, por otra parte en la region posterior de la
notocorda se expresan distintos factores de crecimiento fibroblastico, los que poseen
propiedades posteriorizantes. Las sefiales verticales emitidas por la notocorda, ubicadas
bajo el ectodermo, son capaces de inducir la expresion de Fgf8, Otx-2 y Gbx-2 en
conjugados con ectodermo competente. Estas mismas sefiales, producidas por el
mesodermo dorsal, pueden viajar en el plano del ectodermo y activar la expresion de
estos genes en nuestros explantes de Keller. Asi, tanto vertical como planarmente las
sefales presentes en el mesodermo dorsal pueden activar la expresion de los genes que
finalmente establecen el istmo.

La activacion de Oix-2 y Gbx-2 producida en los conjugados de notocorda y
ectodermo competente, sugiere que en la notocorda estan presentes la moléculas
capaces de imprimir exactamente en el ectodermo el patron antero-posterior observado
en el embrion, ademas estas propiedades se encuentran segregadas en el mesodermo
axial, ya que la region anterior de la notocorda carece de la capacidad de inducir la
expresion de Gbx-2, pero es capaz de inducir la expresion de Otx-2. No sabemos si el
segmento anterior de la notocorda induce la expresién de Fgf8 y si la activacion de este
gen depende en los conjugados de la interaccion entre Otx-2 y Gbx-2. Estos son puntos
que en el futuro pueden ser resueltos con esta aproximacion experimental.

5. Papel de los agentes posteriorizantes en el
establecimiento del istmo
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5.1. Papel del Acido retinoico en el posicionamiento del organizador
del istmo

Acido retinoico regula la posicién del limite entre el cerebro medio y posterior. Como
agente posteriorizante transforma regiones anteriores del embrién en mas caudales. Asi,
la falta de funcion de acido retinoico se traduce en la disminucion y desplazamiento
caudal de la expresion de Gbx-2 y expansion hacia posterior del territorio de Otx-2
(Blumberg y cols., 1997; esta tesis). Esta modificacién de los principales genes que
participan del posicionamiento del limite entre el cerebro medio y posterior lleva al
desplazamiento caudal de los marcadores del istmo. Ademas, este tratamiento expande
los dominios mesencefalicos. Estos datos sugieren que acido retinoico es un componente
rio arriba de Gbx-2 y Otx-2 y de esta manera participa en el posicionamiento del istmo.
De hecho, Gbx-2 parece ser el responsable final de la restriccion de Oix-2, ya que la
restriccion producida por la forma dominante activadora del receptor de acido retinoico es
bloqueada si el embrién carece de la funcidon de Gbx-2. Es necesario notar que la
sobreexpresion y falta de funcion de acido retinoico modifican de forma similar el patréon
de expresion de Xiro1, esto es, producen una expansion hacia anterior. EI cambio
observado sobre Xiro1 puede interpretarse del siguiente modo: la falta de funcion
expande el dominio mesencefalico de Xiro1 y por otra parte, el aumento de la funcién de
acido retinoico posterioriza la region anterior de Xiro1, esto permite que la expresion
espinal de Xiro1 se expanda hacia la region cefalica. Sin embargo, los datos que tenemos
hasta el momento no nos permiten postular un mecanismo para explicar esta
observacién. Por ultimo, la transcripcion de Delta1, gen que se expresa, entre otros, en la
region adyacente al cerebro medio en Xenopus, depende de la funcion acido retinoico en
cuanto su posicion y su nivel de expresion. En particular la placoda del trigémino, donde
Delta1 es expresado, es especialmente sensible a la sefial de 4cido retinoico.

5.2. Papel de FGF y la seinal Wnt en la formacién del organizador del
istmo

Ha sido documentado en ratén y pollo que FGF8 es la principal molécula en la formacién
del organizador del istmo. Esta molécula secretada es absolutamente necesaria para el
desarrollo del limite entre el cerebro medio y posterior, posee la capacidad de inducir la
expresion de Gbx-2 y activar la expresion de Wnt1 en el dominio mesencefalico de Otx-2.
Por otra parte, Wnt1, el otro morfégeno secretado en esta region, es necesario para
mantener el organizador y para el desarrollo de estructuras derivadas del cerebro medio
en raton (Joyner, 1996). En Xenopus, FGF y la sefial Wnt han sido propuestas como
agentes posteriorizantes (Gamse y Sive, 2000). Hemos utilizado construcciones
dominantes negativos para interferir con la sefial de FGF y Wnt y analizar de este modo
el papel de estas rutas de sefalizacion en el establecimiento del istmo. El principal efecto
de interferir con la via Wnt es la expansion de la expresion de Fgf8, esto sugiere que Wnt
restringe la expresion de este gen. El aumento de la expresion de Fgf8 puede explicar el
aumento de Gbx-2, aun cuando es posible que Wnt directamente reprima la expresion de
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Gbx-2. De forma similar, la falta de sefial Wnt sugiere que esta es necesaria para
mantener la expresion de Otx-2 en el cerebro medio, por otra parte este fenotipo puede
ser explicado en términos del aumento de Fgf8. FGF8, a través de Gbx-2 podria inhibir la
expresion de Otx-2 del cerebro medio. Al bloquear la funcién de FGF (dnFGFR4) la
expresion de Fgf8 disminuye y se desplaza hacia posterior, sugiriendo un ciclo de
mantencion de su expresién o que FGF, actuando como posteriorizante, induce la
expresion istmica de Fgf8. Como ha sido descrito para ratén, Fgf8 es necesario para
mantener la expresion de Gbx-2 en el rombomero 1. Sin embargo, aun cuando la
expresion de Gbx-2 es desplazada caudalmente y disminuye, la expresion de Otx-2 es
restringida hacia anterior o bien inhibida. Este fenotipo puede ser explicado por la
disminucion de Fgf8, esto se traduciria en la ausencia de expresion de Wnt1, de esta
manera en la desaparicién del cerebro medio y en consecuencia de la expresion de Otx-2
en este territorio. Este comportamiento sugiere que el papel principal de estas vias en el
desarrollo del organizador no es a través de su actividad posteriorizante, si no mas bien
en establecer los ciclos de mantencién que perpettuan el istmo. Asi, la sefial FGF induciria
0 mantendria la expresién de Fgf8, esta molécula induciria a su vez la expresién de Whnt1
y mantendria la expresion de Gbx-2, de la misma manera a lo que ocurre en raton y pollo,
ambos elementos definirian la formacién del cerebro medio y el limite caudal de Otx-2
respectivamente. Por ofra parte, Wnt1 podria contrarrestar el efecto inductor de FGF
sobre Fgf8. De este modo seria consolidado el organizador (Figura 38).

Mesenceéfalo

Gbx2 |
Metencéfalo

Figura 38. Papel de FGF y Wnt en la mantencioén del istmo

La expresion Fgf8 en la regidon del istmo es inducida por Xiro1 y/o por FGF
proveniente desde la region posterior del embridén (flecha verde), la posicion es
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determinada por el equilibrio entre las actividades represoras mutuas de Otx-2 y Gbx-2
(lineas en negro). La expresion de Fgf8 en la regién caudal del istmo sostiene la
expresion de Gbx-2 y es mantenida por FGF o Gbx-2. Ademas, la sefal FGF induce la
expresion de Wnt1 (flechas negras continuas).Por otra parte Wnt1 mantiene la expresion
de Otix-2, permitiendo el desarrollo del mesencéfalo (cerebro medio), y posiblemente
restringe la expresion de Fgf8 (flechas negras punteadas). De este modo al bloquear la
actividad de FGF (dnFGFR4) la expresién de Fgf8 y Gbx-2 disminuye. La falta de sefal
FGF en el cerebro medio, posiblemente evita la induccion de Wnt1, lo que finalmente se
traduce en la inhibicién de la expresion de Otx-2 en esta region. Por otra parte, al inhibir
la via Wnt, la expresién de Fgf8y Gbx-2 se expande. Asi, la actividad represora de Gbx-2
junto a la falta de sefial Wnt inhibe la expresion de Otx-2 en el cerebro medio.

6. Interacciones de acido retinoico, Xiro1y Gbx-2

El aumento de la funcién de acido retinoico, Xiro1 y Gbx-2 desplaza rostralmente el
organizador del istmo. La restriccion de Otx-2 hacia anterior observada con acido
retinoico y Xiro1 es a través de Gbx-2, ambos elementos convergen en este factor de
transcripcion que, como hemos definido previamente, reprime la expresion de Otx-2. Asi,
la sobreexpresion de VP16-RAR, que aumenta la expresion de Gbx-2 y en consecuencia
mueve el limite caudal de Otx-2 hacia anterior, junto a la forma dominante activadora de
Gbx-2 (Gbx-E1A) es suficiente para restablecer el patron normal de expresiéon de Otx-2.
Del mismo modo, el aumento de la funcion Xiro1 (HD-GR-EnR) en estadio de gastrula
tardia, activa y mueve hacia rostral la expresion de Gbx-2, reprimiendo la expresion de
Otx-2 del cerebro medio. Este efecto es bloqueado cuando HD-GR-EnR es coinyectado
con la forma dominante activadora inducible de Gbx-2 (Gbx-GR-E1A). En estos
embriones la expresion de Fgf8 esta desplazada hacia anterior pero, como
mencionamos, el limite caudal de Otx-2 esta desplazado hacia posterior. Experimentos
realizados en pollo de implantes de bolitas embebidas en FGF8 mostraron que Otfx-2 es
reprimido y Gbx-2 activado en el dominio en que el primero es inhibido (Crossley y cols.,
1996). En este estudio no fue posible definir si FGF8 directamente reprime Otx-2 o es
Gbx-2, inducido por FGF8, quien inhibe Ofx-2. En este contexto, nuestros resultados
sugieren que la inhibicion de Otx-2 que produce FGF8 en pollo es a través de Gbx-2.
Todo lo anterior indica que, tanto Xiro1 como acido retinoico restringen la expresion de
Otx-2 a través de la activacion de Gbx-2 en posiciones mas anteriores. Parece ser que
entre Xiro1 y acido retinoico no existe una jerarquia en cuanto la regulacion de Gbx-2,
mas bien ambos son elementos que activan la transcripcion de este gen de forma
independiente, acido retinoico definiendo la posicion antero-posterior y Xiro1 el nivel de
expresion. Como sefialamos, Xiro1 y acido retinoico activan de manera diferente la
expresion de Gbx-2 (von Bubnoff y cols., 1995; esta tesis), asi al aumentar la funcién de
Xiro1 y reprimir la funcién de acido retinoico, la expresion de Gbx-2 aumenta pero se
desplaza hacia caudal y Ofx-2 en consecuencia se extiende en la misma direccion. Por
otra parte, la sobreexpresion de VP16-RAR y la forma dominante activadora de Xiro1
(HD-GR-E1A), que bloquea la funcion de Xiro1, produce embriones con expresion mas
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tenue de Gbx-2, pero desplazada hacia anterior. Por otra parte, el aumento en la sefal de
acido retinoico (RA), en embriones, expande la expresion de Fgf8 aun en presencia de la
forma dominante activadora de Gbx-2, sugiriendo que RA y Xiro1 son capaces de inducir
Fgf8 y confirma el papel de Gbx-2 como elemento que solamente regula la posicién del
organizador del istmo. Es interesante notar que hemos determinado cuatro elementos en
la regulacion de la expresion de Gbx-2: la actividad de dos morfégenos (RAy FGF) y la
actividad de dos factores de transcripcion (Otx-2 y Xiro1). Es posible imaginar el siguiente
escenario, Xiro1 y RA convergen en activar y definir el limite rostral de la expresion de
Gbx-2, directamente o a través de la regulacion de Fgf8. Es posible pensar entonces en
un nuevo nivel de regulacion, donde estos elementos actuarian sobre Fgf8 y este sobre
Gbx-2. El limite anterior de expresidén de Gbx-2 compite con la actividad represora de
Otx-2 desde la region anterior, definiendo el limite anterior de la expresion de Fgf8y asi la
posicion del istmo. Fgf8 mantiene luego la expresion de Gbx-2 en el romboencéfalo. En
este modelo especulativo para definir la expresién de Gbx-2 es necesario incluir un factor
que restringe la expresién en la region caudal, este podria ser mayores concentraciones
de los morfégenos (RA, FGF o Wnt), que actuando como posteriorizantes definirian las
identidades de las regiones posteriores al rombémero 1 (Figura 39). RA es el candidato
mas probable ya que ha sido involucrado en el patrén del cerebro posterior (Gvalas y
Krumlauf, 2000). Sin embargo, Wnt8 y eFGF reprimir la expresiéon de Gbx-2 en posiciones
mas caudales.

7. La via Notch participa en el posicionamiento del
istmo y en el desarrollo del cerebro medio

La via Notch/Delta es el principal mecanismo de sefalizacion célula-célula descrito
durante la embriogénesis de vertebrados e invertebrados. Se ha demostrado su
participacién en un sin numero de procesos entre los que se destacan: neurogénesis,
segmentacién de somitos y establecimiento de compartimentos en Drosophila. La
activacion de Notch por Delta produce la protedlisis del primero en la cara interna de la
membrana plasmatica. Este fragmento citoplasmatico de Notch se mueve al nucleo de la
célula donde interactia con el represor transcripcional Supressor of Hairless,
transformandolo en activador de la trascripcion. Nuestros resultados muestran que la
activacion ectodpica de la via Notch induce la expresion de Gbx-2 en posiciones mas
rostrales y en consecuencia restringe la expresion de Otx-2, con el consiguiente
movimiento del istmo hacia anterior. Este efecto probablemente se debe a la activacion
de Fgf8 que produce esta via. Como mencionamos previamente, FGF8 mantiene y
parece estar involucrado en la activacion de la expresion de Gbx-2 (esta tesis), asi la
induccién exacerbada de Fgf8 en los embriones inyectados con las construcciones que
activan la via Notch expandiria Gbx-2, reprimiendo la expresion de Otx-2. Ademas, en
estos embriones se observa aumento y desplazamiento anterior de los marcadores del
cerebro medio, Pax2 y Wnt1, esto podria ser consecuencia de la accion de FGF8 o bien
debido a un efecto independiente de Notch sobre el mesencéfalo. Para resolver este
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punto realizamos experimentos de hemisferios animales, en ellos notamos que la via
Notch, actuando sobre las células que expresan Otx-2, es capaz de inducir levemente la
expresion de Pax2, pero no la expresion de otros marcadores del cerebro medio como
En-2 y Wnt1. Asi, si bien la via Notch puede inducir la expresion de Pax2 en células que
expresan Ofx-2, los efectos observados en los embriones completos son probablemente
producto de las modificaciones que ejerce la via Notch sobre la expresién de Fgf8 u otro
factor presente en el embridn, pero ausente en las células animales aisladas. Hay que
hacer notar que los efectos de desplazamiento son variables, incluso se detectan casos
en que el istmo se desplaza en el sentido caudal. Esto sugiere que el establecimiento de
los equilibrios entre las regiones del cerebro medio y posterior dependen de la via Notch.
No es claro como esto es posible pero probablemente pasa por el efecto de esta via
sobre Fgf8.

8. Xiro regula la expresion de Delta1 autbnoma y no
autonomamente

Delta es el principal ligando de Notch y su union a él es necesaria para la activacion de
esta via de sefalizacion célula-célula. Como hemos visto la via Notch y Xiro1 participan
en el desarrollo del organizador del istmo. Notch se expresa de forma homogénea en la
placa neural y por consiguiente su activacion depende de la localizacion de sus ligandos.
Delta1 tiene un patrén dinamico de expresion, localizandose entre otros en el mesodermo
paraxial, somitos, precursores neuronales y en el limite entre el cerebro medio y posterior.
Por otra parte, Xiro1 se expresa en somitos, placa neural y en la region del organizador
del istmo. La comparacién de los patrones de expresiéon de Xiro1 y Deltal mostré que
estos dos genes poseen patrones complementarios en la regién del istmo, Xiro1 es
expresado en el cerebro medio y Delta1 en contacto con Xiro71 en una posicién anterior.
Esto nos llevé a analizar si Xiro1 controla la expresion de Deltat en la regién del limite
entre el cerebro medio y posterior. Efectivamente, el aumento de la funcién Xiro mediante
la sobreexpresién del mRNA para Xiro3 o la fusion represora inducible de Xiro1
(HD-GR-EnR) reprime la expresion de Deltat en la region del organizador del istmo y la
activa en posiciones anteriores. El analisis detallado de la expresion de Delta1 en los
embriones inyectados mostré que la induccion ocurre en las células adyacentes a las que
expresan el transcrito inyectado, sugiriendo la posibilidad que las células que expresan
Xiro1 tengan la capacidad de inducir de forma no auténoma la expresién de Delta1.
Ademas, la funcién de Xiro1 es necesaria para la expresion de Deltal. Investigamos la
capacidad inductiva no auténoma de Xiro1 mediante conjugados. Hemisferios animales
inyectados con Xiro1 son capaces de inducir, via FGF, la expresion de Deltal. Asi, la
funcion de Xiro71 es necesaria para la expresion de Deltal. Altos niveles de la funcion
Xiro1 reprimen Deltal de forma auténoma celular, es decir en las mismas células que
expresan Xiro1. Sin embargo, el mismo Xiro1 puede inducir no auténomamente la
expresion de Deltal. De este modo, la expresion de Xiro1 en el cerebro medio evitaria
que Deltat sea inducido en esta region por el FGF8 proveniente de las células Gbx-2
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positivas, pero localizaria la expresién de Delta1 adyacente al cerebro medio, permitiendo
que Notch sea activado en los territorios aledanos (Figura 39).

Wia Molch

RA
FGF

Xhot

Lgeataln Mesaras=la Meleacs™alo

Figura 39. Esquema de las relaciones entre las actividades involucradas en la formacion
del organizador del istmo

En la regién del metencéfalo Xiro1 (flecha azul) y los agentes posteriorizantes (flecha
verde) inducen la expresiéon de Gbx-2. El limite anterior de expresién de este gen compite
con el limite caudal de la expresiéon de Ofx-2 (lineas purpura y celeste), el equilibrio
alcanzado por Gbx-2 y Otx-2 define el dominio donde Fgf8 es inducido por Xiro1 (flecha
azul) y los agentes posteriorizantes (flecha verde). Fgf8 a su vez mantiene la expresion
de Gbx-2 en el rombomero 1, activa la expresion de Wnt1 y Pax2 en el mesencéfalo
(flechas rojas) y la expresion de Delta1 en el diencéfalo (flecha roja punteada). El limite
caudal de la expresién de Gbx-2 y Fgf8 probablemente es controlado por los agentes
posteriorizantes (linea verde). La activacion de Deltal no ocurre en el mesencéfalo
debido a la represion autdonoma celular que ejerce Xiro1 sobre este gen (linea azul).
Delta1 desde la region diencefalica contribuye con la activacion de Pax2 y Wnt1 (linea
verde oliva). Previamente, cuando los movimientos de extension y convergencia en la
placa neural no han ocurrido y el mesencéfalo corresponde solo a una corrida de células,
la via Notch activaria la expresion de Fgf8 (linea verde oliva), participando asi del
establecimiento del organizador del istmo.
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1. Xiro1 controla la formacién del Organizador de Spemann.
1.1. Xiro1 es expresado en el Organizador de Spemann o mesodermo dorsal.

1.2. Actuando como represor transcripcional bloquea la expresion de bmp-4 en el
organizador de Spemann.

1.3. La inhibicién de la transcripcion de bmp-4 en el mesodermo dorsal permite el
desarrollo del organizador de Spemann, secrecion de las proteinas antiventralizantes
(Noggin, Chordin etc.) y subsiguiente dorsalizacién del mesodermo.

2. Establecimiento del Organizador del Istmo

2.1. La notocorda induce la expresion espacial correcta de los genes que especifican
el istmo.

2.1.1. El mesodermo axial (notocorda) es capaz de imprimir, en ectodermos
competentes, el orden antero-posterior correcto de expresiéon de Otx-2, Gbx-2 y Fgf8.

2.1.2. La region anterior de la notocorda sélo induce la expresién de Otfx-2.

2.2. Los agentes posteriorizantes acido retinoico, FGF y Wnt controlan la posicién y
expresion de los genes especificos del istmo.

2.2.1. Los agentes posteriorizantes: acido retinoico, FGF y Wnt participan en el
establecimiento del istmo.

2.2.2. Acido retinoico y FGF pueden inducir la expresion de Xiro1, Gbx-2 y En-2 en
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células que expresan Otx-2.

2.2.3. Acido retinoico regula la posicién del limite caudal de Otx-2, principalmente a
través de Gbx-2y es capaz de activar la expresion de Fgf8.

2.2.4. Las vias de sefalizacion de FGF y Wnt parecen ser necesarias para la
formacion del mesencéfalo.

2.3. Otx-2 y Gbx-2 definen la posicion del istmo.

2.3.1. Al igual que en ratén y pollo, Otx-2 y Gbx-2 se expresan en patrones
complementarios y definen la posicion del organizador istmo.

2.3.2. Otx-2 y Gbx-2, actuando como represores transcripcionales, reprimen su
transcripcién mutuamente.

2.3.3. La interaccion de tejidos expresando Otx-2 y Gbx-2 recrea las interacciones
que llevan a la formacion del organizador del istmo. En este contexto, la induccién de
En-2, en el tejido que expresa Otx-2, depende la sefial FGF proveniente de las células
Gbx-2 positivas. Ademas, Gbx-2 reprime la expresion de En-2.

2.4. Xiro1 controla la formacion del Istmo regulando la expresién de los genes que lo
especifican.

2.4.1. Xiro1 se expresan en el limite entre el cerebro medio y posterior y participa,
como represor, en la induccién y posicionamiento del organizador del istmo.

2.4.2. Xiro1 es necesario para, y es capaz de activar, la expresion de Otx-2 durante
gastrula temprana y Gbx-2 durante gastrula tardia.

2.4.3. Xiro1 es necesario y suficiente para activar la expresion de Fgf8.

2.4.4 Xiro1 es necesario en el territorio del cerebro medio, que expresa Ofx-2, para la
induccion de En-2.

2.5. Otros.

2.5.1. Xiro1 es necesario para la expresion de Deltat y lo activa, via FGF, de forma
no auténoma.

2.5.2 La senal de Notch participa en la formacién del organizador del istmo. Expande
el territorio mesencefalico y es capaz de inducir la expresion de Pax2 en células que
expresan Otx-2.
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Los resultados de esta tesis una serie de nuevas interrogantes, sin embargo, quisiera
mencionar algunos temas que merecen especial atencion.

El hecho que Xiro1 participa en la formacion del Organizador de Spemann y el
organizador del istmo permite pensar en la posibilidad de que los genes lroquois en
vertebrados, al igual a lo propuesto en Drosophila, participen como un elemento general
en la formacion de bordes entre territorios que posean capacidad organizadora. Es
interesante notar que, recientemente se ha identificado en pollo un territorio denominado
Zona Limitans Intrataldmica (ZLI) que parece poseer caracteristicas de organizador. En
este dominio, localizado entre el mesencéfalo y el diencéfalo se expresa la molécula
secretada Sonic Hedghog (Shh). Por otra parte, en pez cebra el gen Ziro7 tiene como
limite anterior de expresion este territorio (Lecaudey y cols., 2001). En Xenopus, Xiro1
probablemente también se expresa hasta este punto dentro del tubo neural. Seria
interesante investigar el papel de los genes Ilroquois en este posible organizador, en
particular la interaccion de Shh y estos genes, y mas importante aun, estudiar el complejo
Iroquois en la perspectiva de un elemento comun en la formacion de bordes y
organizadores dentro del desarrollo embrionario.

Otros puntos interesantes de resolver en el futuro son: el papel de la via Notch en el
desarrollo del Organizador del Istmo y de las crestas neurales y como Gbx-2 participa en
la formacién de las crestas neurales.
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