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RESUMEN

La proteina CK1 es una familia de proteinas quinasa a la que
recientemente se la ha relacionado con el desarrollo embrionario. De esta familia
se han clonado al menos siete isoformas: CKla, CK183, CK1y1, CK1y2, CK1y3,
CK18 y CKle.

En esta Memoria de Titulo se realizaron estudios de expresion y funcion
de las isoformas CK181 y CK182 en el desarrollo embrionario del pez cebra
(Danto rerio). Para esto, analizamos los patrones de expresiéon de estos genes
mediante RT-PCR e hibridizacién 7z situ. Los resultados indican que estas
isoformas se expresan de manera similar en cuanto a su temporalidad, ya que
ambas se detectan desde la primera hora post fecundacion (h.p.f). CK151
presenta un patrén ubicuo hasta las 8 h.p.f y limitandose después al sistema
nervioso central. Por su parte, la expresion de CK162 presenta ubicuidad hasta
las 24 h.p.f, restringiéndose posteriormente a la zona cefalica y al primordio de

las aletas pectorales.

Para analizar la funciéon de ambas isoformas se efectuaron estudios de
sobre expresion, mediante la inyeccion en embriones de pez cebra de los mRNAs
codificante para CK181 y CK182, y ensayos de bloqueo de funcién mediante la
inyeccién en embriones de los mRNA de las formas Dominantes Negativas de
cada uno de los genes estudiados. Estos experimentos se realizaron utilizando la
técnica de microinyeccion en embriones en estadio de una célula y
posteriormente incubados y observados en distintos estadios bajo lupa
estereoscopica, y clasificados segun su fenotipo. Ademas, se procedi6 a analizar el
patrén de expresion de algunos genes marcadores especificos de desarrollo

embrionario, en embriones inyectados con una cantidad conocida de mRNA de



CK181 y CK182, con el fin de establecer con mayor precision los procesos y vias

en los que podrian estar involucradas estas isoformas.

Los resultados obtenidos con los experimentos anteriores indican que la
sobre expresion de ambas isoformas, CK161 y CK162, inducen distintos grados
de malformacion en cerebro anterior y ojos, siendo el fenotipo principal
observado con la inyeccién de CK181 los embriones sin ojos. El bloqueo de
funcién mediante Dominantes Negativos indujo, en ambas isoformas, embriones
dorsalizados y ciclopicos. Se puede concluir, que las isoformas CK161 y CK162
estan participando en la formaciéon de los ejes embrionarios en el desarrollo
temprano del pez cebra y ademas en la formacién de estructuras del sistema

nervioso central, especificamente cerebro anterior y ojos.



SUMMARY

The protein CK1 is a family of kinase proteins which has recently been

implicated in embryonic development. At least seven isoforms of this family have

been cloned: CKla, CK13, CK1y1, CK1y2, CK1y3, CK16 y CKle.

In this thesis, expression and function studies of both genes CKI161 y
CK182 were performed during embryonic zebrafish development (Danzo rerio).
For this, we analyzed the expression pattern of these genes by i situ
hybridization and RT-PCR. Those results indicate that both isoforms have a
similar early expression pattern. Both genes express ubiquously since the first

hour post fecundation (h.p.f) until 8 h.p.f. From this moment, CK101 restricts

its expression to Central Nervous System. CK102 is ubiquously express until 24

h.p.f. After, it restricts its expression to the cephalic region and pectoral fins.

In order to analyze the function of both isoforms, overexpression studies
were performed by CK161 and CK162 mRNA injection. We also made
“blockade of function” assays by injecting mRNA in zebrafish embryos of the
dominant negative mRNA of each isoform. These experiments were carried out
by microinjection techniques in embryos at the one-cell stage. After injection, the
embryos were incubated and observed in different stages using a stereoscopic
microscope, and classified according to their phenotype. In addition, we analyzed
the expression pattern of some gene markers in embryos injected with knowing
amounts of CK181 y CK182, to have a better idea of the processes and pathways

in which this isoform could be involved.



The results obtained with the experiments described here, indicated that
the overexpression studies of both isoforms, CK181 y CK182, induced forehead
and eyes abnormalities, being the “no eyes” embryo the main fenotype observed
with the CKI181 injection. The “blockade of function” experiments, by
dominants negative CK1 isoform injection, induced in both isoforms, dorsalized
and cyclops embryos. In conclusion, we propose that CK161 and CK162 are
involved in the processes that regulate the axis formation of the embryos during
early development of the zebrafish, as well as in the formation of structures of

the central nervous system, specially forehead and eyes.



1. INTRODUCCION

El establecimiento del desarrollo embrionario de los vertebrados involucra
la sefial de numerosas moléculas, cuyas interacciones permiten los diferentes
procesos que formaran un organismo vivo a partit de una sola célula
indiferenciada. Esto ha sido entendido a partir de un pequefio grupo de sistemas
vivientes, que nos han permitido utilizar una baterfa de técnicas moleculares,
bioquimicas y genéticas. El sistema del pez cebra ofrece muchas ventajas sobre
otros sistemas clasicos de desarrollo debido a que cada pareja puede generar un
gran numero de embriones por cada cruza durante todo el afo, los embriones
son transparentes por lo que permite una facil observacion de eventos claves del
desarrollo temprano y su organogénesis se completa a los cinco dias post

fecundacion.

La proteina CK1 es una enzima serina/treonina quinasa, que ha sido
identificada en el citoplasma celular, membrana plasmatica y en el nucleo. Se le ha
asociado con multiples funciones dentro de los seres vivos, como procesos de
transporte a través de membranas, ritmo circadiano, regulacion del desarrollo de
neoplasias, divisiéon celular, apoptosis y enfermedades neurodegenerativas.
Ademas se le ha relacionado al desarrollo embrionario, mediante la regulacion de
la via wingless (Wnt). La proteina quinasa CK1 comprende una familia de varias
isoformas, las que se encuentran conformadas por un dominio catalitico central
conservado, flanqueado en los extremos C- y N- terminal por extensiones de
longitud y composicién variable. Hasta el momento se han identificado 7 genes

distintos, CK 1, CK18, CK1y1, CK1y2, CK1y3, CK18 y CKle.



La via Wnt es crucial para muchos aspectos del desarrollo embrionario en
vertebrados e invertebrados, incluyendo la formaciéon del eje dorsal,
establecimiento de la polaridad celular, formacion de la cabeza y movimientos de
los tejidos en formaciéon. Numerosas publicaciones han asociado la via Wnt —
Bcatenina con las diferentes isoformas de la familia CK1 en procesos del
desarrollo embrionario. Por ejemplo, se demostro recientemente que CKle
induce un eje secundario en Xenopus laevis estimulando la sefializaciéon de una via
Wnt a través de B-catenina. Por otro lado, CKla actuarfa de manera contraria
promoviendo la desestabilizacion de Bcatenina mediante la fosforilacion directa y
posterior degradacion de ésta. Esto entrega la evidencia para estudiar la expresion

y funcion de otras isoformas de la enzima CK1 en el desarrollo embrionario.

En esta memoria de titulo proponemos estudiar la expresion y funcion de
CK181 y CK162 en eventos relacionados con el desarrollo embrionario de los

vertebrados, usando como modelo el pez cebra.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Desarrollo embrionario temprano en pez cebra

En los ultimos afios, el teleosteo Darnio rerio, conocido como pez cebra, se
ha convertido en el organismo favorito para aquellos que desean estudiar el
desarrollo embrionario de los vertebrados. Entre las ventajas de esta especie se
encuentran: que puede tener un gran nuamero de crias durante todo el afio, son
faciles de mantener, sus embriones son transparentes y se desarrollan fuera de la
madre. Ademas de esto, su desarrollo es muy rapido: a las 24 horas post
fecundacién (h.p.f) han formado la mayoria de sus tejidos y 6rganos primordiales,

y a los cinco dias ya ha completado la organogénesis (Langeland y Kimmel,

1997).

2.1.1 Division celular en los huevos fecundados.

Posterior a la fecundacion, la division celular ocurre sélo en el polo animal
del huevo, en una zona conocida como el blastodisco, que es una regiéon delgada
de citoplasma libre de vitelo (Figura 1). El tipo de segmentacién es meroblastico
ya que las divisiones celulares no dividen completamente el huevo, y discoidal ya
que solamente el citoplasma del blastodisco va a dar origen al embrién (Gilbert,
2000). Las ondas de calcio que se inician en la fertilizaciéon estimulan la
contracciéon del citoesqueleto de actina para restringir el citoplasma al polo
animal del huevo. Esto convierte el huevo esférico en un huevo piriforme con un

blastodisco apical (Leung ez al., 1998).



(A)

Figura 1: Division meroblistica discoidal en un huevo de pez cebra. (A) embrion en
estadio de una célula donde se distingue el blastodisco y el vitelo en la region
superior e inferior respectivamente. Embrion en estadio de 2 (B), 4 (C), 8 (D), 32
(E) y 64 (F) células. A: polo animal; B: polo vegetal (Gilbert, 2000).

Las divisiones son rapidas, de unos 15 minutos cada una y las doce
primeras ocurren en forma sincronizada, originando un monticulo de células que
se sitia en el polo animal del huevo. Este grupo de células constituyen el
blastodermo, y en un comienzo mantienen una conexion abierta entre ellas,
permitiendo que moléculas de tamafio moderado (17 kDa) puedan pasar libres

desde un blastomero al otro (Kimmel y Law, 1985).



Aproximadamente a la décima divisién comienza la transcripcion de los

genes cigoticos, las divisiones se enlentecen y el movimiento celular se hace

evidente (Kane y Kimmel, 1993).
En el estado de blastula (figura 2) se pueden distinguir tres tipos celulares:

El primero, es el de la Capa Sincicial del Vitelo o “Yolk Syncytial
Layer” (YSL), que se forma cuando las células del polo vegetal del blastodermo
se fusionan con el vitelo subyacente. Esta fusiéon produce un anillo de ntcleos
que se sittan en el vitelo, justo debajo del blastodermo. Mas tarde, mientras el
blastodermo se expande en territorio vegetal rodeando el vitelo, parte de los
nucleos se movera debajo del blastodermo para formar el YSL interno, y otros se
situaran en el vitelo, justo bajo el margen blastodermal para formar el YSL

externo. El YSL sera importante para dirigir algunos de los movimientos de

gastrulacion (Gilbert, 2000).

El segundo tipo de células que se distingue en la transiciéon de la blastula
media es el que forma parte de la Capa Envolvente o “Enveloping Layer”
(EVL), formada por las células mas superficiales del blastodermo, que forman
una gruesa capa epitelial. El EVL eventualmente formara el peridermo, una

cubierta protectiva extraembrionaria que es eliminada durante el desarrollo tardio

(Gilbert, 2000).

Entre el EVL y el YSL estan las Células Profundas o “Deep Cells”, que
forman parte del tercer grupo celular y son las que daran origen al embrion

(Gilbert, 2000).



Los destinos de las células del blastodermo temprano, aun no han sido
determinados, cualquiera de estas células pueden dar origen a una variedad no
predecible de tejidos. El destino de éstas parece ser establecido poco después del
inicio de la gastrulacion, donde células en ubicaciones especificas dentro del

embrion, dan origen a tejidos con una alta predicibilidad (Kimmel ez 4/, 1990).

J Enveloping
Blastoderm layer[]:v[\.f

N
Decp cells

Internal yolk \

syncytial layer

Yolk

o4 -External yolk
i syncytial layer

—Microtubules

Figura 2: Estructura de la blastula en el huevo de pez cebra. Antes de la gastrulacion, las
células profundas estan rodeadas por la EVL. La superficie animal del vitelo

contiene los nicleos del YSL. Los microtibulos se extienden a través del vitelo y
en la region externa del YSL (Gilbert, 2000).

2.1.2 Gastrulacion en embriones de pez cebra.

El primer movimiento celular en la gastrulacion del pez, es la epibolia de
las células del blastodermo sobre el vitelo. En esta etapa, las células profundas del
blastodermo se mueven sobre la superficie del vitelo para envolverlo
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completamente (Figura 3). Sin embargo, este movimiento es proveido por la
expansion autéonoma del YSL hacia el polo animal del vitelo y no por la
migracion de los blastémeros. La EVL, que esta muy unida al YSL, es arrastrada
junto a él y las células profundas rellenan el espacio entre estas dos capas. La
expansion del YSL depende de una red de microtibulos, y se ha visto que la
radiaciéon o drogas que bloquean la polimerizaciéon de la tubulina inhiben la

epibolia (Strahle y Jesuthasan, 1993).

Durante la migracion, en un lado del blastodermo se distingue una zona
evidentemente mas gruesa que la otra. Experimentos de marcaje celular, indican
que esta region es la futura superficie dorsal del embrion (Schmidt y Campos-

Ortega, 1994).

2.1.2.1 Formacion de las capas germinales.

Después que las células han cubierto la mitad del vitelo, aparece un
engrosamiento en todo el margen del blastodermo, llamado anillo germinal, que
esta compuesto por epiblasto (capa superficial) e hipoblasto (capa interna). El
hipoblasto es formado por la invaginacion de las células superficiales por debajo
del margen de migraciéon hacia el polo animal (Figura 3C.) Esta involucién ocurre
en todo el margen del embrién, pero comienza en la futura regién dorsal,
formando un engrosamiento localizado llamado Escudo Embrionario (Figura
4), que es funcionalmente equivalente al labio dorsal del blastoporo de los
anfibios, ya que puede generar un doble eje embrionario cuando es trasplantado a
un embrién receptor, es decir, genera dos embriones compartiendo un vitelo
comun (Gilbert, 2000). Asi, a medida que las células experimentan la epibolia

alrededor del vitelo, también estin involucionando en los margenes vy

7



convergiendo anterior y dorsalmente hacia el Escudo Embrionario (Trinkaus,
1992). Las células del hipoblasto del escudo embrionario convergen y se
extienden anteriormente, estrechandose a lo largo de la linea media dorsal,
formando los precursores de la notocorda. Las células mesodermales paraxiales
adyacentes son las precursoras de los somitos mesodérmicos. La convergencia y
extension concomitantes en el epiblasto originan las células neurales presuntivas
hacia la linea media dorsal, donde formaran la quilla neural. El resto del epiblasto

dara origen a la piel del pez (Gilbert, 2000).



(A)
Enveloping layer Animal pole

Deep layer

Yolk syncytial

layer

Yolk cell Yolk syncitial B Mesoderm [ Mesendoderm: precursors
nuclei B Ectoderm, to both mesoderm and endoderm

Vegetal pole neuroectoderm [ Endoderm

(B)
Animal pole Epiblast
5 Hypoblast
(mesendoderm) Envelope layer
Epiblast
Ventral
Involuting cells
—_— 3 S Noninvoluting cells
Mesoderm y Mesoderm and ¥
'f"lucmg o> dorsal inducing \. Yolk syncytial layer
signal signals T
Vegetal pole Yolk granule

(D) (E)
Animal pole

Anterior g
Head region
Dorsal Envelope
mesoderm layer,

\ — Envelope

Somite #1
layer

Ventral Dorsal

Ventral Dorsal
Ectoderm
Tailbud
- Trunk region
Posterior —
Vegetal pole Vegetal pole

Figura 3: Movimientos celulares durante la gastrulacion del pez cebra. (A) Blastodermo
en estadio de 30% de epibolia (alrededor de 4.7 h.p.f.). (B) formacion del
hipoblasto, por involucién de las células en el margen del blastodermo o por
delaminacién de las células desde el epiblasto (6 h.p.f.). (C) acercamiento a la
region marginal. (D) a 90% de epibolia (9 h.p.f.) se puede apreciar al mesodermo
rodeando el vitelo, entre el endodermo y el ectodermo. (E) gastrulaciéon completa
(10.3 h.p.t.) (Gilbert, 2000).



(A) Animal pole

Extension
Embryonic shield
Convergence
Involution

Epiboly

Figura 4: Movimientos de convergencia y extension durante la gastrula del pe cebra. (A)
Vista dorsal de los movimientos de convergencia y extension durante la
gastrulacion del pez cebra. Durante la epibolia el blastodermo va cubriendo el
vitelo, la involucién de estas células genera el hipoblasto; la convergencia y
extension traen a las células del hipoblasto y epiblasto a la regiéon dorsal para
formar el escudo embrionario. Dentro del escudo, el acuimulo de células hace
extender el cordamesodermo hacia el polo animal. (B) muestra la convergencia y
extension de las células del cordamesodermo, que estan marcadas mediante
hibridacion z situ del gen no tail, expresado en la notocorda del embrién (Gilbert,

2000).
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2.1.3 Formacion de los ejes en embriones de pez
2.1.3.1 Formacion del eje dorso ventral: el escudo embrionario.

El escudo embrionario es critico en el establecimiento del eje dorso-ventral
en peces. Puede inducir al mesodermo lateral y ventral (precursores de sangre y
tejidos conectivos) a mesodermo dorsal (notocorda y somitos), y es el
responsable de que el ectodermo se convierta en tejido neural y no epidermal. Si
se transplanta el escudo de un embrion en el lado ventral de otro, se genera un
doble eje embrionario, es decir, dos embriones compartiendo un vitelo comun.
Aunque la placa precordal y la notocorda se originan del escudo del donador, los
otros 6rganos del eje secundario derivan de los tejidos del embrion original que
forman las estructuras ventrales. El nuevo eje es inducido por las células
donadoras y en el embrién que ha sido removido el escudo no se forman

estructuras dorsales y carece de sistema nervioso (Gilbert, 2000).

Al igual que el labio dorsal del blastoporo del anfibio, el escudo
embrionario forma la placa precordal y la notocorda. Los precursores de estas

dos regiones inducen al ectodermo para ser ectodermo neural (Gilbert, 2000).

Tanto en peces como en anfibios, los factores paracrinos de la familia
BMP (Bone Morphogenetic Protein) sintetizados en las regiones ventrales y
laterales del embrion, inducen a que el ectodermo de origen a la epidermis. La
notocorda de peces y anfibios secreta factores que bloquean esta inducciéon y asi
permiten que el ectodermo forme tejido neural. En peces, el BMP involucrado es
BMP2b vy la proteina secretada por la notocorda que se une e inactiva BMP2b es
un factor llamado Cordino (Figura 5). Si el gen Cordino es mutado, el tubo neural
no se forma correctamente. Por lo tanto, es una gradiente de concentracion de

BMP2b el que da origen a las regiones laterales y ventrales de ectodermo y

11



mesodermo del pez cebra, y la proporcion entre Cordino y BMP2B especificarfan
las posiciones a lo largo del eje dorso-ventral (Nguyen ez a/., 1998). Sin embargo
en peces, la notocorda no es la tnica estructura capaz de producir las proteinas
que bloquean BMP2b. Si la notocorda falla en su formacién (como en las lineas
mutantes de floating head o no tail), el tubo neural es igualmente producido, ya que
es posible que las células precursoras de la notocorda (que igual estan presentes
en estas mutaciones) sean capaces de inducir el tubo neural o que la porcién

dorsal de los precursores de los somitos puedan compensar la falta de notocorda

(Hammerschmidt e a/., 1996).

El escudo embrionario tiene la misma habilidad organizativa que el labio
dorsal del blastoporo en anfibios, donde las células del endodermo justo debajo
de ¢él, lamado Centro de Nieuwkoop, acumulan B-catenina. Esta proteina es
critica en anfibios para que el Centro de Nieuwkoop induzca el Organizador
Dorsal, en el labio dorsal del blastoporo. En pez cebra, los nicleos del YSL que
se ubican en esa regidn, justo debajo de las células que formaran el escudo
embrionario, también acumulan B-catenina. Por lo tanto, esta proteina permite
distinguir la region dorsal del YSL, de la region lateral y ventral (Gilbert, 2000).
La induccién de la acumulacion de B-catenina en la region ventral del huevo
origina la dorsalizaciéon del embridn, es decir, predominio de la formaciéon de
estructuras dorsales en desmedro de tejidos y organos ventrales, y un eje
embrionario secundario (Kelly' ez a/. 1995). Ademas de esto, justo antes de la
gastrulacion, las células del margen dorsal del blastoporo sintetizan y secretan
proteinas relacionadas con Nodal. Fstas inducen a los precursores de la
notocorda y de la placa precordal para activar Goosecoid y otros genes con
actividad dorsalizante. Asi, el Escudo embrionario del pez cebra es considerado

el equivalente al Organizador Dorsal de los anfibios y la region subyacente a €l (la
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parte dorsal del vitelo) es similar al Centro Nieuwkoop de Xenopus laevis (Gilbert,

2000).

2.1.3.2 Formacidn del ¢je antero- posterior: dos centros de seiales

Cuando se induce experimentalmente un segundo eje dorso-ventral en
embriones de pez cebra, ambos ejes, el normal y el inducido, tienen igual
polaridad antero posterior. Ambas cabezas estan en el antiguo polo animal, y
ambas colas ubicadas vegetalmente. De hecho, el eje antero-posterior es
especificado durante la oogénesis, donde el polo animal marca la regién anterior
del embrion. Este eje se estabiliza durante la gastrulacion a través de dos centros
de senales distintos. El primero, un pequefio grupo de células neurales
anteriores en el limite entre la superficie neural y el ectodermo (regién que dara
origen a la glandula pituitaria, placa nasal y cerebro anterior) se secretan
componentes que originan el desarrollo anterior. Si estas células neurales
anteriores son movidas en forma experimental mas posteriormente en el
embrion, haran que las células neurales cercanas asuman las caracteristicas de las
neuronas de cerebro anterior. El segundo centro se encuentra en la region
posterior del embrién y consta de células precursoras de mesodermo lateral que
producen componentes caudalizantes, semejantes a proteinas relacionadas con
Nodal y Activina (figura 5C). Si se transplantan al ectodermo neural anterior,
este tejido transformara el presuntivo cerebro anterior en estructuras similares a

cerebro posterior (Gilbert, 2000).
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Figura 5: Formacion de ejes en el embrion de pez cebra. (A) Antes de la gastrulacion el
blastodermo se organiza con el ectodermo cerca del polo animal, el mesodermo
presuntivo bajo el ectodermo, y el endodermo justo por encima del vitelo. El
YSL, y probablemente el endodermo, envia dos sefiales al mesodermo. La
primera sefial (flechas delgadas) induce al mesodermo, mientras una segunda
sefial (flecha ancha) induce especificamente un area del mesodermo que formara
parte del mesodermo dorsal (escudo embrionario). (B) Formacién del eje dorso-
ventral. Durante la gastrulacion, el mesodermo ventral secreta BMP2B (flechas)
para inducir la diferenciacion mesodermal ventrolateral y epidermal. El
mesodermo dorsal secreta factores (como Cordino) que bloquean BMP2B vy
dorsalizan el mesodermo y ectodermo, convirtiéndolo mas tarde en tejido
neural. (C) Se han identificado dos centros de sefiales para establecer la
polaridad antero-posterior, una (1) en el limite del ectodermo neural y no
neural, que induce células neurales anteriores, y el otro (2) en el margen lateral,
que genera una sefal posteriorizante (Gilbert, 2000).

2.1.4 Periodo de Segmentacion.

Posterior a la epibolia del embridn, comienza la neurulacion, es decir, la
formacion del tubo neural. El mesodermo del embrion en estadio de
neurulaciéon puede ser dividido en cinco regiones. IL.a primera region es el

cordamesodermo, que dara origen a la notocorda, un 6rgano trascendente cuya
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mayor funcién incluye la induccién del tubo neural y el establecimiento del eje
antero-posterior del cuerpo. La segunda regién es el mesodermo paraxial o
mesodermo somitico dorsal. El término dorsal, se refiere a que los tejidos que
se desarrollaran a partir de esta region estaran en el tronco del embrién, a lo
largo de la espina. Las células de esta region formaran los somitos, que son
bloques de células mesodermales en ambos lados del tubo neural que producira
la mayoria de los tejidos conectivos del tronco (hueso, musculo, cartilago y
dermis). La tercera region el mesodermo intermedio, forma el sistema uro-
genital. Alejado de la notocorda, el plato mesodermal lateral darda origen a
corazén, venas y las células sanguineas del sistema circulatorio. Finalmente el

mesénquima de la cabeza formara el tejido conectivo y musculatura de la cara

(Gilbert, 2000).

Al término de la epibolia, con la formacion del “tailbud” (figura 6; 3E), se
forma el primer surco somitico. Este surco marca el limite entre los que seran el
primer y segundo somito. Este evento determina el inicio de la etapa de
segmentacion, que va desde las 10 horas hasta las 24 horas post fecundacion,
que se caracteriza por la subdivisién de los planos del cuerpo, formando los

somitos y la cabeza (Kimmel ez a/, 1995).

Mediante diseccion podemos ver otros procesos que ocurren en el
embrién en este periodo, como es la aparicion del primordio del ojo y del oido.
Ademas el neuroectodermo se engruesa y al estadio de 18 somitos la
segmentacion del cerebro es evidente, tanto en una subdivision amplia como en
la apreciaciéon de cerebro anterior (telencéfalo, diencéfalo), cerebro medio y

cerebro posterior, como en subdivisiones mas finas como el de los rombémeros
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del cerebro posterior (figura 7B). Las células de la notocorda comienzan a

expandirse y ordenarse hacia la cola del embrién (Detrich ef al., 1999).

En el estadio de los 20 a 25 somitos, el cerebro comienza a ser una
estructura ahuecada, con ventriculos presentes por todo su largo. Ademas se

empieza a reconocer el cerebelo rudimentario (Kimmel e a/, 1995).

A las 22 horas post fecundacién, cuando el embriéon consta de mas o
menos 26 somitos, se ve un primordio de cerebelo prominente y uno puede
reconocer los rudimentos de la epifisis e hipotalamo en el diencéfalo (Kimmel ez

al, 1995).

A partir de las 24 horas post fecundacion el embrioén posee la estructura
de un vertebrado clasico. El embrién se ve como una criatura organizada
bilateralmente, con una notocorda bien desarrollada y con un set completo de
somitos que se extienden hacia el final de la larga cola, en un nimero variable
de 30 a 34 pares. El sistema nervioso esta ahuecado y expandido anteriormente.
Con la rapida morfogénesis cerebelar, el cerebro se compone de cinco l6bulos:
telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, cerebelo y romboencéfalo (rombdémeros)

(tigura 7C; figura 8). (Kimmel ez a/, 1995).
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Figura 6: Ewbrion de pez cebra en estado de “fail bud”. En la figura se muestra un
embrion de pez cebra que ha completado su epibolia, a las 10 h.p.f.
aproximadamente. La flecha indica la futura cabeza del embrién, mientras que la
cabeza de flecha indica el “tail bud” o primordio de la cola (Kimmel ez a/, 1995).

Figura 7: Cerebro rudimentario durante el periodo de Segmentacion. A No vemos
subdivisiones morfolégicas en el perfodo de 6 somitos (12h). B: Para el estadio
de 18 somitos (18h) se han desarrollado 10 neurémeros, el telencéfalo (T),
diencéfalo (D), mesencéfalo (M) y alrededor de 7 romboémeros. C: A las 24
horas, esta presente la epifisis (E) en la linea media del techo del diencéfalo. El

cerebelo (C) es evidente en la region de unién del cerebro posterior y medio
(Kimmel ez al., 1995).
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Figura 8: Estructuras neurales predominantes en cabeza a las 29 horas post fecundacion.
Subdivision transversal de cerebro en el primordio cerebelar (c), muestra la
separacion de cerebro medio (m) y posterior (h). En el cerebro medio se puede
observar un surco horizontal distintivo (flecha), que separa el tectum 6ptico
(dorsal al surco) del tegmentum (ventral al surco). Se puede observar muy bien
el ojo, con la retina alrededor del lente (Kimmel e7 /., 1995).
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2.2 Proteina quinasa CK1

La proteina quinasa CK1 es una familia de enzimas monoméricas

relacionadas estructuralmente, ubicuas en eucariontes y cuyas masas moleculares

oscilan entre los 38 y 55 kDa (Tuazon y Traugh, 1991).

Hasta el momento se han identificado siete genes que dan origen a siete
isoformas distintas, CK1a, CK13, CK1y1, CK1y2, CK1y3, CK18 y CKle (Tapia
et al., 1994). Las diferentes isoformas de CK1 fosforilan serina (Ser) y treonina
(Thr), aunque algunas variantes purificadas de levadura y de Xenopus lacvis
pueden fosforilar tirosina, pero con una menor eficiencia (Knippschild ez af,
2005). Un gran numero de proteinas pueden ser fosforiladas por CK1 zz vitro,
entre las que se encuentran: p53, el receptor de insulina, el receptor del factor de
necrosis tumoral, la glicbgeno sintetasa, el receptor muscarinico m3 y el antigeno
T grande de la proteina SV40 (Knippschild ez 4/, 2005). Durante los ultimos afios
se ha comunicado la participaciéon de CK1 en varios procesos claves como la
regulacion del ritmo circadiano, la reparacion de DNA, la activacién de células T
y la regulacién del trafico vesicular (Knippschild e 4/, 2005). Sin embargo, su
papel preciso a nivel molecular en estos procesos celulares y la regulacion de

CK1 y sus isoformas han permanecido relativamente oscuros.

Fue sugerido inicialmente que la proteina quinasa CK1 fosforilaba
residuos de serina y treonina en secuencias Sp/Tp-X-X-S/T donde S y T
representan el aminoacido fosforilado por la CK1, X cualquier aminoacido y Sp
y Tp representan residuos de serina y treonina previamente fosforilados (en la

posicion n-3). Sin embargo estudios posteriores han revelado que el aminoacido
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fosforilado puede ser reemplazado por una agrupaciéon de aminoacidos acidos
(poliaspartico y poliglutamico) hacia el extremo amino terminal del aminoacido
fosforilable por CK1 (Knippschild ez a/., 2005). Recientemente se ha visto que

secuencias no canonicas pueden ser fosforiladas por CK1 en algunas proteinas,

como B-catenina (Matin ez al., 2003).

La abundancia relativa de las diferentes isoformas en diferentes células y
en diferentes tejidos es desconocida. Sin embargo, la enzima purificada
bioquimicamente, desde numerosos tejidos y caracterizada en estudios

anteriores corresponde probablemente en la mayoria de los casos a la isoforma

CKloa (Knippschild ez a/., 2005).

2.3 Funciéon de CK1 en el desarrollo embrionario

Existe evidencia que relaciona a las isoformas CKle, CK18 y CKla
con la via de Wnt (Sakanaka ez a/., 2000). En Xenopus laevis y pez cebra, esta via
regula la formacion del eje dorso-ventral (Kelly ez a/., 2000) y la formacién de la
cabeza (Heisenberg ez al., 2001). La sobre expresion en oocitos de Xenopus laevis
de las isoformas CKle, CK10, y CKla inducen la formaciéon de un doble eje
dorsal. Este efecto es sinérgico con la co-expresion de Wnt (McKay ez a/., 2001).
Los genes de la familia de Wnt codifican para glicoproteinas secretables que
actian como ligandos de receptores de membrana pertenecientes a la familia de
Frizzled. Se han descrito varios componentes rio abajo de la via de Wnt, entre
ellos estan las proteinas APC (polip6sis adenomatosa coli), Dishevelled (Dvl),
Axina (6 su homélogo conductina), Frat, B-catenina y tecientemente algunas

isoformas de CK1 (Hino e al., 2003; Vielhaber y Virshup, 2001).
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Wnt regula la estabilidad de B-catenina mediante una cascada de eventos
que involucra fosforilaciones mediadas por glicdgeno sintetasa quinasa-3f3
(GSK-3P) y algunas isoformas de CK1 (Figura 9). El mecanismo molecular de
estos eventos es pobremente entendido (Hino ez 4/, 2003; Vielhaber y Virshup,
2001). En ausencia de la sefial de Wnt, la PB-catenina citoplasmatica es
desestabilizada por un complejo que contiene Axina, GSK-3p y APC (Hino ef
al., 2003). La interaccion de GSK-3B con Axina en el complejo facilita la
eficiente fosforilacion de PB-catenina por GSK-3B. Esta fosforilacién media la
degradacion de B-catenina por el sistema de la ubiquitina (Vielhaber y Virshup,

2001). Por el contrario, cuando Wnt se une al receptor Frizzled en la superficie

de la célula, la proteina citoplasmatica Dvl, antagoniza la fosforilacién
dependiente de GSK-3B de PB-catenina. Una vez que la fosforilacion de [B-
catenina es reducida, ésta se disocia del complejo de axina y se estabiliza,
acumuldndose en el citoplasma (Vielhaber y Virshup, 2001). B-catenina puede
entonces migrar al ndcleo donde se asocia con factores de transcripciéon de la
familia de Lef y Tcf (Vielhaber y Virshup, 2001). En este esquema, Dvl parece
unirse a Axina e inhibir la fosforilacion de B-catenina por GSK-3p (Kishida ez
al., 2001). Se ha descrito que CKlg, vy probablemente CK19, forma un
complejo con Dvl y Axina. La interaccion de CKle con Dvl parece activar

cooperativamente la formacion del complejo P-catenina/Lef (Kishida e af,
2001; Hino ef al., 2003). Estos resultados indican que estas isoformas de CK1
regulan esta via en forma positiva. Sin embargo, la funcién de las isoformas de
CK1 en la via de Wnt ha resultado controvertida. Varios grupos han reportado
que CKla y CKle desactivan esta via mediante la directa fosforilacién de B-

catenina en un sitio no canoénico (ser45). Esta fosforilacion crearfa un sitio de
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consenso pata el reconocimiento y fosforilacion de B-catenina por GSK-3, lo

que llevaria finalmente a su degradacién con la consiguiente desactivacion de la

via (Marin ez al., 2003; Knippschild ez a/., 2005).

Otro papel para CK1 en desarrollo es el relacionado con la via de Sonic
Hedgehog (Shh). Estas proteinas son moléculas secretables que participan en la
formacion de muchos tejidos y 6rganos en vertebrados e invertebrados (Ingham
y McMahon, 2001). El mecanismo de transduccion de sefiales de Shh ha sido
principalmente estudiado en Drosophila, donde participa por ejemplo en la
formacion de las alas de la mosca (Dominguez ef al., 1996). La acciéon de Shh
involucra su unién con una proteina receptora Patched (Ptc) con la consecuente
activacion de transcripciéon de varios genes blanco mediada por un activador
transcripcional denominado Cubitus interruptus (Ingham y McMahon, 2001).
De manera aniloga a lo descrito para B-catenina, la fosforilacion de Cubitus
interruptus (Ci) por PKA es esencial para su protedlisis. Esta fosforilacién por

PKA crea en Ci sitios de reconocimiento y fosforilacion para GSK-3f y para las

isoformas CKle y CK18. Se ha visto que la fosforilacion de Ci por GSK-38 y
CK1 es esencial para la desactivacion de esta via en ausencia de estimulacion

por Shh (Price y Kalderon, 2002).

La evidencia presentada con anterioridad indica que algunas de las
isoformas de la proteina quinasa CK1 estan involucradas en procesos

relacionados con el desarrollo embrionatrio.

En esta Memoria de Titulo se pretende determinar el patron de expresion
y dilucidar la funcién de CK181 y CK182, en eventos relacionados con el

desarrollo embrionario, usando como modelo el pez cebra.
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Figura 9: Funciones positivas y negativas de CK1 en la via de senializacion Wnt. En
ausencia de sefializacion Wnt, CK1 y GSK3p fosforilan los aminodcidos del N-
terminal de PB-catenina creando el sitio de reconocimiento para B-TRCP, un
componente de una ubiquitina ligasa, marcando P-catenina para la consecuente
degradacion por parte del proteosoma. Las proteinas Wnt secretadas inician la
cascada de sefalizacion mediante la unién a los receptores de membrana
Frizzled. Después de la activaciéon del receptor, un mecanismo desconocido
conduce a la fosforilaciéon de dishevelled. La asociacion de esta proteina
fosforilada con axina y Fratl previene la fosforilacién de importantes sustratos de
GSK-3B. APC y axina actian como proteinas de andamiaje, reclutando a B-
catenina, GSK-3f3, CK1 y Dishevelled, en el complejo de degradacion de B-
catenina. Bajo la sefial de Wnt, la fosforilacion de B-catenina es inhibida y ésta se
acumula en el nicleo donde se asocia con cofactores como Tcf y Lef, y activa la

transcripcion de genes blanco de Wnt (Knippschild ez a/., 2005).
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3. HIPOTESIS

Las isoformas CK161 y CK182 estan involucradas en la regulacion de

ciertos eventos del desarrollo embrionario de los vertebrados.

4. OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion y funcion de las isoformas CK181 y CK182 en el

desarrollo embrionario de los vertebrados, usando como modelo el pez cebra.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Estudiar el patron de expresion a nivel de mRNA de las isoformas CK181
y CK182 mediante las técnicas de RT-PCR e hibridacion  situ.

2) Estudiar la funcionalidad de CK181 y CK182 en el desarrollo embrionario
del pez cebra, mediante ensayos de bloqueo de funcién a nivel de proteina

a través de la microinyeccion de Dominantes Negativas.

3) Determinar el efecto de la sobre expresion de la isoformas CK161 vy
CK182 en el desarrollo embrionario del pez cebra, a través de la

microinyeccion de cantidades conocidas del mRNA codificante.

4) Analizar el efecto de sobre expresion producido por la microinyeccion de
cantidades conocidas del mRNA codificante de CK181 y CK182,

mediante marcadores genéticos del desarrollo embrionario del pez cebra.
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6. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Biologia Molecular del
Desarrollo del Programa de Biologia Celular y Molecular (ICBM) de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Chile, durante el transcurso del afio 2005 y
parte del 20006.

6.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ejemplares de pez cebra (Danio rerio) disponibles en acuarios
manejados por el laboratorio. Los embriones utilizados para cumplir con los
objetivos de este estudio se obtuvieron cruzando una hembra y un macho en
tanques de 2 litros por 10 a 15 minutos. Una vez fecundados los huevos
(inyectados o no), se incubaron a 28°C para permitir su normal desarrollo

embrionario.

6.2 Materiales

La region codificante de las isoformas CK161 y CKI182 clonadas
previamente en el laboratorio (Burzio ez al, 2002) necesarias para generar el

mRNA utilizado en la microinyeccién de los embriones, fueron subclonadas en el

plasmidio PCS2.

Para generar las dominantes negativas de CK181 y CK162 (mutantes que

generan proteinas sin actividad quinasa) los ¢cDNA codificantes para cada
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isoforma fueron mutagenizados por PCR y subclonados en el plasmidio PCS2.
En ambas se modifico la actividad catalitica mediante la sustitucién de un acido

aspartico (Asp) por una asparragina (Asn) en el sitio catalitico.

Las regiones 3" no codificantes de los genes de CK161 y CK162 necesarias
para la obtencion de las sondas antisentido utilizadas en la hibridacion iz sit,

fueron subclonadas en el plasmidio Bluescript KS+.

6.3 Preparacion de RINA total de embriones de pez cebra

El RT-PCR pertinente al objetivo nimero uno se llevé a cabo preparando
RNA de la siguiente manera: En tubos Eppendorf se homogenizaron, por
separado, aproximadamente 100 embriones de cada estadio del desarrollo a
analizar (3 h.p.f., 4 h.p.f., 60% epibolia, 90% epibolia, 12 h.p.f., 24 h.p.f., 48
h.p.f, 72 h.pp.f. y 6 dias post fecundacién) en 1ml de reactivo TRIZOL®
(GIBCO-BRL).

Los homogenizados fueron incubados por 15 minutos a temperatura
ambiente, luego de lo cual se adicion6 0,2 ml de cloroformo. Los tubos se
centrifugaron a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C en microfuga Eppendorf. Se
recuper6 la fase acuosa y el RNA total se precipité con 0,5 ml de isopropanol. Se
incubé 10 minutos a temperatura ambiente y luego se centrifugo a 12000 rpm
por 10 minutos a 4°C en microfuga Eppendorf. El precipitado de RNA fue

lavado con etanol al 80% y recentrifugado. Finalmente el RNA fue secado

parcialmente al aire y resuspendido en 50 pl de H,O DEPC. El RNA fue
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cuantificado por absorbancia a 260/280 nm y mediante electroforesis en geles de

agarosa al 1.5%

6.4 Transcripcion Reversa Acoplada a PCR (RT-PCR)

El cDNA codificante para las isoformas CK1381 y CK182, se prepar6
sintetizando la primera hebra de cDNA (a partir de iguales cantidades de RNA
total de los embriones homogenizados en los distintos estadios durante el paso
anterior) con Transcriptasa Reversa Superscript” utilizando oligo dT como
partidor. La mezcla de reaccién contenfa 50mM Tris-HCI pH 8,3, 75 mM KCl,
3mM MgCl,, 10 mM DTT, 0,5 mM de cada ANTP, 25 pg/ml oligo(dT), 1 ng

RNA total obtenido en el paso anterior y 10 U/ml de Transcriptasa Reversa
Superscript”. La incubacion se realizé durante 1 hora a 42 °C, luego de lo cual

las muestras fueron tratadas con RNasa H durante 30 minutos a 37°C para
eliminar la hebra de mRINA. Finalmente, se inactivé la enzima incubando a 70°C
durante 15 minutos. Para estudiar la expresion relativa del mRNA de las
isoformas de CK1 en los distintos estadios embrionatrios seleccionados se
amplificé 1 pl de cDNA de la mezcla anterior con DNA Polimerasa Taq y en

presencia de dos partidores especificos para CK181 y CK182, en un volumen

total de 10pl, que permitieron amplificar un fragmento del tamafio adecuado para

cada isoforma, los que se analizaron mediante geles de agarosa al 1%. Como

control de expresién se utilizaron partidores de P-actina de pez cebra. la
amplificacion se realizé siguiendo un programa que consistia de una denaturacion
a 95°C por 5 minutos y 30 ciclos de 95°C por 1 minuto, 50°C por 1 minuto y
72°C por 1 minuto con 15 segundos, finalizando con un ciclo de extensién a
72°C por 10 minutos.
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6.5 Sintesis de sondas de RNA para Hibridacion in situ

Se digirieron 10 pg de cada clon de las regiones 3" no codificantes de
CK181 y CK162 en el plasmidio Bluescript con la endonucleasa de restriccion
Not I, para la obtencién de las sondas antisentido, durante 2 horas a 37°C. Luego
de la digestion, los DNA plasmidiales linearizados fueron purificados mediante
columnas (Jet Quick gel extraction spin kit/50, GENOMED®) y cada uno fue
resuspendido en 50 pl de H,O DEPC. Las sondas de RNA de cada isoforma
fueron transcritas zz vitro en presencia de digoxigenina-11-UTP, utilizando la
RNA polimerasa T3 en ambos casos. Cada reaccion se realizé en una mezcla que
contenfa: 2 pg de cada DNA linearizado, 1 mM ATP, 1 mM CTP, 1 mM GTP,
0,7 mM UTP, 0,3 mM digoxigenin-11-UTP, 1X Transcription Buffer, 40
unidades de RNA Polimerasa T3, 50 unidades de inhibidor de RNasa y 2 ul de
H,O DEPC. La polimerizacion se llevé a cabo durante 2 horas a 37°C, luego de
lo cual se adicioné 5 pl DNasa I libre de RNasa y se incub6 por 20 minutos mas.
Posteriormente se detuvo la reaccion a 4°C y se procedi6 a la purificacion de los
RNA mediante columnas de Sephadex G-50 (RNA Quick Spin Columns,
Boehringer Mannheim®), y finalmente ambos fueron resuspendidos en 50 pl
H,O DEPC cada uno. Los productos de la transcripcién fueron posteriormente
precipitados agregando 40 pl de acetato de amonio y 1 ml de etanol al 100%, en
ambos tubos. Después de incubar a —20°C durante toda la noche, los RNA
precipitados fueron centrifugados a 12000 rpm a 4°C en microfuga Eppendort.
Los sedimentos fueron lavados con etanol al 80%, luego de lo cual fueron
recentrifugados y finalmente resuspendidos en 50 pul H,O DEPC cada uno.

Luego, las cantidades de RNA fueron estimadas por electroforesis en geles de

agarosa al 1,5% y cuantificados por absorbancia a 260/280 nm. Finalmente, se
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realizaron diluciones 1:100 de ambos RNA purificados (CK181 y CK182) en

Solucién de Hibridacién para su posterior utilizacion.

6.6 Hibridacion in situ en embriones totales

La hibridacién i situ, requerida para cumplir con el objetivo especifico
numero uno, se realizé6 como esta descrita a continuacién (Detrich e al., 1999).
Se fijaron embriones en diferentes estadios del desarrollo (3, 5, 8, 10, 17, 24, 30,
38 y 48 h.p.f.) en 4% paraformaldehido (PFA) en tampén fosfato salino (PBS) a
4°C toda la noche. Posteriormente, a los embriones se les removio su membrana
coribnica manualmente con pinzas de relojero, y se deshidrataron gradualmente
en soluciones con concentraciones crecientes de metanol (25%, 50%, 75% vy
100%) en PBS y se guardaron a -20°C. Los embriones fueron luego rehidratados
en forma gradual a través de lavados sucesivos, de 5 minutos cada uno, con las

mismas soluciones anteriores pero en orden inverso. El ultimo lavado se realizo
con PBST (PBS + 0,1% Tween 20) y los embriones mayores de 24 horas post
fecundacion, se digirieron con proteinasa K 10 pg/ml, durante distintos lapsos
de tiempo dependiendo del estadio: los de 24 h.p.f. se trataron 6 minutos, los de
30 h.p.f. 20 minutos, los de 38 h.p.f. 45 minutos y los de 48 h.p.f. 1 hora.
Posteriormente, los embriones fueron refijados en PFA 4% en PBS por 20
minutos y lavados 5 veces por 5 minutos en PBST a temperatura ambiente.
Luego todos los estadios fueron prehibrididados en Soluciéon de Hibridizacion

(50% formamida, 5X SSC, 50 pg/ml heparina, 500 pg/ml tRNA de levadura
Thorula, 0,1% Tween-20 y 84 mM acido citrico pH 6,0) por 3 horas a 65 °C.

Después de este tiempo, la solucién fue reemplazada por una que contenia las

sondas de RNA antisentido correspondientes a la regién 3’ no codificante de
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CK181 y CK182 marcadas con digoxigenina-11-UTP en una dilucién de 1:100 en

Soluciéon de Hibridaciéon (generadas en el sistema de transcripcion “in vitro” del

paso anterior). La hibridacién se realizé durante toda la noche a 65°C. Los
embriones fueron posteriormente sometidos a lavados, a 65°C durante 15
minutos cada uno, en: Solucién de Hibridacién, 2X SSC, para finalizar con 3
lavados en 0,2X SSC a 65°C por 30 minutos cada uno. Se procedié enseguida al
bloqueo de sitios inespecificos incubando los embriones a temperatura ambiente
durante 5 minutos en solucion MAB (100 mM acido maleico, 150 mM NaCl y
0,1% Tween-20) y por 3 horas en MAB/BMB (MAB + 2% Bochringer-
Mannheim Blocking Reagent), para proseguir con la incubacién de los embriones
a 4°C durante toda la noche con el anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a
fosfatasa alcalina, el que fue diluido en la misma solucion MAB/BMB, en una
relacion de 1:5000. Luego se realizaron 8 lavados de 15 minutos cada uno, con
MAB vy, posteriormente 3 lavados de 5 minutos cada uno con solucién BCL (100
mM Tris-HCI pH 9,5, 50 mM MgCl,, 100 mM NaCl y 0,2% Tween-20). Para el
revelado, los embriones fueron incubados en el sustrato comercial para fosfatasa
alcalina, BM purple (Boehringer-Mannheim) durante 24 horas aproximadamente
a temperatura ambiente. Cuando el nivel de tincién llegd a ser adecuado, los
embriones se lavaron en 3 veces por 5 minutos en PBST, se refijaron por 2 horas
en PFA 4%, se lavaron nuevamente en PBST vy se aclararon en glicerol 90%.
Finalmente los embriones se montaron sobre portaobjeto y se observaron en la

lupa.
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6.7 Sintesis de mRINA para microinyeccion

La transcripcion in vitro se realiz6 como esta desrito en Detrich ez al,
1999. Para la sintesis de cada uno de los mRNAs utilizados en la microinyeccion,
se digirieron 20 pg de cada clon de la region codificante de las isoformas CK161
y CK182, y también de las dominantes negativas de ambas (CKI181DN vy
CK182DN) en el plasmidio PCS2 con la endonucleasa de restriccion Not I,
durante 2 horas a 37°C. Luego de la digestion, los DNA plasmidiales linearizados
fueron purificados mediante columnas (Jet Quick gel extraction spin kit/50,
GENOMED®) y cada uno fue resuspendido en 50 pl de H,O DEPC. Las
sondas de RNA de cada isoforma y de las dominantes negativas fueron
transcritas 7z vitro con RNA polimerasa de SP6 y en presencia de CAP (7TmG),
para proteger la hebra de la degradaciéon dentro de la célula inyectada. Cada
reaccion se realizé en una mezcla que contenfa: 5 pug de cada DNA linearizado, 8
mM MgCl,, 2,5 mM ATP, 2,5 mM CTP, 2,5 mM UTP, 0,25 mM GTP, 0,25 mM
7mG (CAP), 1X Transcription Buffer, 40 unidades de RNA Polimerasa SP6, 50
unidades de inhibidor de RNasa y 28 pl de H,O DEPC. El inicio de la reaccién
se llevé a cabo a temperatura ambiente por 10 minutos, luego de lo cual se
agregd a cada tubo 1 pl de 100 mM GTP, para posteriormente continuar la
polimerizacién a 37°C durante 2 horas. Después de esto, se adicioné 5 pl DNasa
I libre de RNasa y se incub6 por 20 minutos mas. Posteriormente se detuvo la

reaccion a 4°C y se procedio a la purificacién de los RNA mediante columnas de

Sephadex G-50 (RNA Quick Spin Columns, Boehringer Mannheim®).
Finalmente los mRNAs fueron resuspendidos en 50 pul H,O DEPC. Los

productos de la transcripciéon fueron posteriormente precipitados agregando 40

ul de acetato de amonio y 1 ml de etanol al 100% a —20°C durante toda la noche.
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Los RNAs precipitados fueron posteriormente centrifugados a 12000 rpm a 4°C

en microfuga Eppendorf. Los sedimentos fueron lavados con etanol al 70%,

luego de lo cual fueron recentrifugados y finalmente resuspendidos en 50 pl H,O
DEPC. Las cantidades de RNA fueron estimadas por electroforesis en geles de
agarosa al 1,5% y cuantificados por densidad éptica a 260/280 nm. Finalmente,
se realizaron diluciones de todos los mRNA purificados (CK181, CK162,
CK181DN y CK162DN) en H,O DEPC con Rojo Fenol para su posterior

utilizacién en la microinyeccidon de embriones en estadio de una célula.

6.8 Microinyeccion de mRINA

La inyeccién del mRNA se realizé en embriones en estadio de una célula
como esta descrito en Detrich ez /., 1999. El volumen de inyeccion fue de 5 nl
por embrion, donde el tamafio de la gota no excedid un tercio del volumen total
del vitelo. Las concentraciones de mRNA inyectadas fueron determinadas
después de ensayos de prueba con dosis minimas y maximas propuestas en la
literatura (Detrich ez al., 1999). De esta manera se establecié que la dosis 6ptima
de inyeccion de los mRNAs de CK181 y CK162 era de 250 pg, y de 500 pg en el
caso de la inyecciéon de Dominantes Negativos de las respectivas isoformas. Los
embriones inyectados, fueron incubados a 28°C y observados al microscopio

para determinar las alteraciones en el desarrollo embrionario.

Como control se utilizaron dos condiciones para descartar los efectos
fisicos y mecanicos producidos por la inyeccién y las posibles anormalidades
presentes en embriones defectuosos o enfermos. Para descartar embriones

anormales, se dejaron embriones sin inyectar de las mismas parejas utilizadas para

32



la inyeccion, observando la sobrevivencia y fenotipo. La otra condiciéon control
se llevo a cabo inyectando de 100 a 500 pg de un RNA mensajero control, que
codifica para una proteina verde fluorescente (“Green Fluorescent Protein” o
GFP) que permite ver como el embrién se torna de una coloraciéon verde al ser
observado bajo una lupa con sistema de fluorescencia, debido a la expresion de
esta proteina en todas sus células. Esta proteina es inocua a esas concentraciones
y no produce cambios fenotipicos, descartandose los efectos fisicos de la

microinyeccion.
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7. RESULTADOS

7.1 Determinacion de niveles relativos de expresion de RINA mensajero de

CK161 y CK162 mediante RT-PCR.

Se determinaron los patrones de expresion de los RNA mensajeros de
CK181 y CK182, mediante la técnica de RT-PCR. Para esto se preparé RNA
total de embriones como se describe en Material y Métodos. Para la sintesis del
cDNA se utiliz6 Oligo dT como partidor para la transcripcién inversa y
partidores especificos para CK181 y CK182 en el PCR de amplificacion. Como
se observa en la figura 8 existe expresion de ambas isoformas desde las 3 horas
post fecundacién (h.p.f), lo que nos indica un componente materno, ademas del
componente cigbtico que comienza a partir de las 3 h.p.f (en la transicién de la

blastula media).
Como control de expresion, se utilizaron partidores que amplifican B-

actina, que se expresa en cantidad constante desde los primeros estadios del

desarrollo embrionario (ver figura 10).
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3h 4h 6h Sh 12h 24h 48h 72h 6d

Figura 10: Awmplificacion del mRINA de CK161, CK102 y del control de f-actina
mediante RT-PCR de embriones de pez cebra. Se muestra la expresion de CK161,
CK182 y del control de B-actina en diferentes etapas del desarrollo embrionario:
3h (3 h.p.f), 4h (4 h.p.f), 6h (60% epibolia), 9h (90% epibolia), 12h (12 h.p.f ),
24h. (24 h.p.f), 48h (2 dias post fecundacién), 72h (3 dias post fecundacion) y 6d
(6 dias post fecundacion).

7.2 Hibridacion in situ sobre embriones de pez cebra.

Se procedié a realizar hibridacion 7z situ para determinar el patréon de
expresion de CK161 y CK162 en el desarrollo embrionario del pez cebra. Para
esto se utilizaron sondas de RNA transcritas iz vitro y marcadas con digoxigenina-
11-UTP. Las sondas fueron incubadas con un anticuerpo anti-digoxigenina
conjugado a fosfatasa alcalina que es finalmente detectado por su sustrato,
dando una coloracion morada en aquellas partes donde se detecta el mRNA. Las

sondas se derivaron de las secuencias correspondientes a las regiones 3’ no
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codificante (3> UTR), que son unicas para cada mRNA y por lo tanto altamente

especificas.

En el caso de CK181, los estadios de 3 a 8 h.p.f (80% epibolia), presentan
una expresion ubicua (figura 11A-C). Sin embargo a las 8 h.p.f aparece una fuerte
expresion restringida a la placa neural (regiéon dorsal del embridn, figura 11C),
como lo indica la co-expresion con BMP2b (figura 11D), marcador de la zona
ventral y lateral del embriéon. La figura 11E muestra, como control, la expresion
de BMP2b en un embrién de 80% de epibolia. En estadios posteriores (10, 17, 24
y 48 h.p.t.) la expresion se restringe al cerebro (figura 11F-L). La tincién del
embrion en 24 h.p.f. (figura 11H) indica que la expresion es fundamentalmente
cefalica (telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, cerebelo, romboencéfalo) aunque
es posible detectar un bajo nivel de tincién hacia caudal. A las 30 h.p.f. (figura
111, J), la expresion de CK161 esta ubicada en diencéfalo, mesencéfalo, cerebro
y rombémeros. A las 48 h.p.f. la expresion se restringe al tegmentum del cerebro,

cerebelo, retina y romboencéfalo (ver figura 11K y L).

La isoforma CK182 muestra ubicuidad en su expresion entre los estadios 3
a 24 h.p.f. (figura 12 A-F). En el estadio de 24 h.p.f. se puede ver la diferencia de
expresion entre la region cefalica (telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo,
romboencéfalo) donde es mas fuerte, con respecto a la regiéon caudal. A las 30
h.p.f. la expresiéon se restringe a la region anterior: telencéfalo, diencéfalo,
mesencéfalo y rombémeros (ver figura 12 G), al igual que a las 38 h.p.f., donde la
expresion es eminentemente cefalica (figura 12H). A las 48 h.p.f. el RNA
mensajero de CK162 se encuentra en el tegmentum del cerebro, cerebelo,
romboencéfalo, retina y levemente en el primordio de las aletas pectorales, como

se puede observar en la figura 12 J e L.
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Figura 11: Hibridacion “in sitn” de CK131 de embriones de pez cebra. 1.os embriones de
distintos estadios fueron incubados con la sonda antisentido de CK101 transcrita in vitro, en
presencia de digoxigenina-11-UTP. (A) 3 h.p.f. (B) 4 h.p.f. (C) 8 h.p.f (vista dorsal)
(D) 8 h.p.f coexpresion de CK181 y BMP2b (vista lateral, dorsal a la derecha),
(E) 8 h.p.f. expresion de BMP2b, (F) 10 h.p.f (vista lateral), (G) 17 h.p.f. (vista
lateral), (H) 24 h.p.f. (vista lateral), (I) 30 h.p.f (detalle cerebro, vista lateral), (]) 30
h.p.f (vista lateral de embrion completo), (K) 48 h.p.f. (vista lateral) y (L)) 48 h.p.f.
(vista superior). ILa nomenclatura utilizada es la siguiente: t (telencéfalo), d
(diencéfalo), c (cerebelo), m (mesencéfalo), r (rombdémeros), re (retina) y teg
(tegmentum).
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Figura 12: Hibridacion in situ de CK102 de embriones de pez cebra. Los embriones de
distintos estadios fueron incubados con la sonda antisentido de CK102 transerita in vitro, en
presencia de digoxigenina-11-UTP. (A) 3 h.p.f. (B) 4 h.p.t. (C) 8 h.p.f. (80% epibolia),
(D) 10 h.p.f (vista lateral), (E) 17 h.p.f. (vista lateral), (F) 24 h.p.f. (vista lateral),
(G) 30 h.p.f. (vista lateral), (H) 38 h.p.f (detalle cerebro, vista lateral) (I) 48 h.p.f.
(vista lateral) y (J) 48 h.p.f. (vista superior). La nomenclatura utilizada es la
siguiente: t (telencéfalo), d (diencéfalo), c (cerebelo), m (mesencéfalo), r
(rombomeros), a.p (aletas pectorales), teg (tegmentum) y retina (re).
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7.3 Anilisis de Funciéon de CKl161 y CK162 mediante la inyeccion de

cantidades conocidas del mRNA de estas isoformas.

Se procedi6 a microinyectar diferentes concentraciones del mRNA
codificante para CK181 y CK162 protegido con Cap para evitar su degradacion
dentro del embrién. Este ensayo se utiliza para estudiar la funciéon de ambas

isoformas en el desarrollo embrionario del pez cebra.

En los siguientes experimentos, los embriones fueron inyectados con un
volumen de gota de 5nl en estadio de una célula, en el limite entre el vitelo y el
polo animal (YSL). El nimero de embriones inyectados fue mayor a 50 y los
controles, tanto los inyectados con GFP (mRNA que produce fluorescencia,
pero ninguna modificaciéon fenotipica) como el control sin inyectar, fueron
fenotipicamente normales. Ademas, la cantidad de embriones muertos nunca
sobrepas6 el 10% del total de embriones. Los fenotipos producidos fueron

estudiados a las 48 horas post fecundacion y son descritos a continuacion.

7.3.1 Inyecciéon de mRNA codificante para la isoforma CK161.

Se procedio a inyectar el mRNA de la isoforma CK181 para poder analizar
el efecto de la sobre expresion en el desarrollo embrionario del pez cebra. Se
inyectaron diferentes concentraciones del RNA mensajero de la isoforma CK181,
obteniendo un fenotipo dosis dependiente. Al inyectar 100 pg del mRNA casi no
se obtuvo efecto, ya que mas del 90% de los embriones tuvieron fenotipo

normal, pero se vislumbraron algunos fenotipos que tenfan que ver con
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anormalidades en el desarrollo de cabeza y ojos (embriones sin ojos, ojos con un

tamafio menor al normal) que llegé al 5% (figura 13).

Cuando incrementamos la concentraciéon del mRNA inyectado a 250 pg,
aumentan considerablemente el numero de embriones anormales, llegando al
65%, donde los fenotipos que predominan son los embriones sin ojos con un
34% (ver figura 16) y los embriones con ojos mas pequenios de lo normal, con un
28%. Ademas, se contabilizé6 un bajo porcentaje de embriones ciclopicos y sin
forma (1%). Aquellos embriones con alteraciéon visible en la formacién de los
ojos, también manifestaron un menor desarrollo de cerebro anterior. Los

embriones con un fenotipo aparentemente normal, alcanzaron un 35% (figura

14).

Al aumentar ain mas la concentracion del mRNA de CK181 inyectado
(350 pg), nos encontramos con un alto porcentaje de embriones sin ojos, que
lleg6 al 57% (figura 15). Otras alteraciones de la formacién de los ojos vistas en
los embriones inyectados se describen a continuacion: asimetria en ambos ojos
(siendo ambos mas pequefios de lo normal, pero de diferente tamafio o un ojo
normal y el otro pequefio; ver figura 18), ambos ojos pequefios de igual tamafio,
o un ojo normal y carencia del otro, o un ojo pequefio y carencia del otro (ver
figura 17). Estas alteraciones se produjeron en el 22% de los embriones
inyectados. Ademas se observaron embriones curvos que llegaron al 26% del
total inyectado, siendo solo un 12% de los embriones contabilizados,

aparentemente normales (figura 15).

Analizamos el progreso de los embriones inyectados con 250 y 350 pg del

mRNA codificante de CK181, para analizar su viabilidad en el tiempo y evaluar
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los fenotipos. A los 5 dias post fecundacién, aquellos embriones que
manifestaron alteraciones en la formaciéon de ojos, desarrollaron una mandibula
anormal en forma de “trompa”, la cual podria explicarse por el menor desarrollo

de cerebro anterior (figura 19).
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Figura 13: Inyeccion de 100 pg del/ mRINA de CK167. Existe un 95% de embriones
normales del total inyectado, y el 5% restante corresponde a embriones sin ojos o
con ojos mas pequenos de lo normal.
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Figura 14: Fenotipos de embriones de pez cebra (48 h.p.f) inyectados con 250 pg del mRINA
codificante de CK101. Se observa un porcentaje alto de embriones anormales (65%),
siendo el fenotipo predominante los embriones sin ambos ojos (34%) vy
embriones con ojos pequefios y/o asimétricos (28%).
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Figura 15: Resultados de los fenotipos a las 48h.p.1, de embriones inyectados con 350 pg del
mRINA de CK151. Se muestra el porcentaje de embriones sin ojos que llegan al
57% vy el porcentaje de embriones curvos que llegan al 26%. Otras alteraciones
en los ojos se refieren a embriones con un solo ojo normal, ojos asimétricos u
ojos pequefos, que llega al 22%. Los embriones inyectados que no muestran
tenotipo llegan al 12%.
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Figura 16: Embriones de 48 horas, vista lateral. (A) Embrién inyectado con 250 pg
de CK181, se puede observar la pérdida de ambos ojos y de parte de su masa
cefalica. (B) Embrion control con GFP, con fenotipo normal.

Figura 17: Embriones de 48 horas, vista ventral. (A) embrién inyectado con 350 pg
de CK181, donde se puede observar que el embrion carece del ojo izquierdo,
mientras que el derecho, no se desarrollé en forma normal. (B) Embrién control
inyectado con GFP.
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Figura 18: Ewmbriones de 48 horas, vista dorsal. (A) Embrion inyectado con 350 pg
del mRNA codificante de CK181, donde se aprecia malformaciones en la cabeza
y mal desarrollo de ambos ojos, mostrando un fenotipo de ojos asimétricos. (B)
Embrién control, inyectado con GFP.

Figura 19: Ewmbriones de 5 dias post fecundacion, vista lateral. En (A) y en (B) se
pueden observar diferentes grados de malformaciéon de cabeza y de ojos en
embriones inyectados con 250 pg de CK1581. La “trompa” que se observa en
ambos embriones corresponderfa a un crecimiento anormal de la mandibula por
el crecimiento insuficiente del cerebro anterior. En (C) se observa el fenotipo
normal de un embrién de 5 dias perteneciente al control inyectado con GFP.
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7.3.2 Inyeccion de mRNA codificante para la isoforma CK162

Se procedi6 a inyectar el mRNA de la isoforma CK182 para poder analizar
el efecto de la sobre expresion en el desarrollo embrionario del pez cebra. Al
igual que en lo descrito en la isoforma CK181, se utilizaron diferentes
concentraciones del RNA mensajero, obteniendo fenotipos similares, aunque
mas dispersos que en el caso de la isoforma CK181. Cuando inyectamos 100 pg
del mRNA, no hubo efecto, ya que casi la totalidad de embriones inyectados

obtuvieron un fenotipo aparentemente normal.

Al inyectar 250 pg, el fenotipo normal se redujo al 59%, mientras que los
embriones que presentaban alguna alteracion, se repartieron en 5 fenotipos
diferentes, que involucraban alteracion en el desarrollo del cerebro anterior y de
los ojos. Estos fenotipos fueron: embriones ciclopicos (10% de los fenotipos
alterados, ver figura 22A), con un ojo pequefio (10% de los fenotipos), ojos
asimétricos (7%, ver figura 22B), un ojo normal (7%) y sin ojos (7%) (figura 20).
Con la inyeccion de 350 pg, se obtuvieron resultados muy similares en cuanto a
los fenotipos y sus porcentajes. Segun estos resultados la isoforma CK181 tendria

mayor efecto en estas concentraciones que la isoforma CK162 (figura 23).

Al tener poco efecto con la concentracion anterior, se decidié inyectar 700
pg del mRNA codificante de CK182. Con esa concentracion se obtuvo un 60%
de embriones alterados en la formacion de los ojos, siendo la mitad de éstos
cicloépicos. Los demas se repartieron en embriones sin 0jos, 0jos asimétricos y un
ojo (pudiendo ser normal o mas pequefio que el normal) con 10% cada uno
(figura 21). Los embriones sin ojos encontrados presentaron un eje antero

posterior acortado.
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Figura 20: Fenotipos encontrados a las 48 h.p.f, al inyectar 250 pg del RINA codificante
para CK162. Los resultados obtenidos se relacionan a alteraciones en la
formacién de ojos, teniendo porcentajes similares de ojos asimétricos, un ojo
pequeno, un ojo normal, embriones sin ojos y ciclépicos, con un porcentaje que
rodea el 10%. En este caso existen casi un 60% de embriones normales.
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Figura 21: Fenotipos resultantes de la inyeccion de 700 pg del RINA codificante para
CK162, en embriones de 48 h.p.f. En los fenotipos obtenidos, que llegan a un 60%,
se observan alteraciones en la formacién de los ojos, donde la mitad de los
embriones anormales muestran distintos grados de ciclopia (alrededor de un
30%), mientras que los restantes muestran ojos asimétricos (10%), un ojo normal
(11%) y algunos embriones no posefan una forma definida en su eje antero
posterior, ademas de no poseer ojos (10%).
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Figura 22: Ewmbriones de 48 horas post fecundacion, vista ventral. (A) y (B) son embriones
inyectados con 250 pg del RINA codificante para CK102. En (A) se observa un embrion
ciclopico que es el fenotipo mas frecuentemente encontrado con la sobre
expresion de CK182. En (B) se observa un embriéon con ojos asimétricos y con
su eje antero-posterior curvado. (C) Embrion inyectado con el control GFP, de
fenotipo normal.
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Figura 23: Comparacion de los fenotipos encontrados en embriones de 48 h.p.f, con la
inyeccion de CK161 y CK102 con 250 pg del RNA codificante respectivo. Se mnestra CK161
de azul y CK162 de amarillo. Se puede observar de los resultados obtenidos, que la
cantidad de embriones con alguna alteracién llegé al 65% de los embriones
inyectados con CK181 y 40% con CK182, de los cuales el fenotipo que mas
destaca en el caso del primero, son los embriones sin ojos con casi un 35% de los
embriones totales, seguido del fenotipo de embriones con ojos pequefios con un
28%. Los fenotipos producidos por CK182, en cambio, tienen porcentajes bajos
y similares entre si, destacando el embrion ciclopico y el fenotipo con un ojo
pequefio con 10% cada uno, del total de embriones inyectados.

7.4 Inyeccion del mRNA codificante para las Dominantes Negativas de

CK161y CK162 en embriones de pez cebra.

Para desarrollar el objetivo especifico numero dos, se procedié a bloquear
la funcién de CK181 y CK182, mediante la inyeccion del RNA mensajero

codificante para la Dominante Negativa respectiva a cada isoforma.
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La secuencia de ambas isoformas fueron mutagenizadas mediante PCR
para permitir la sintesis de una proteina similar a la enddgena, pero con
modificacién del sitio catalitico, y por lo tanto sin actividad quinasa. Esta
proteina mutante compite por la unién al sustrato con la proteina enddgena,

inhibiendo en parte su funcion.

Al igual que la inyecciéon del RNA mensajero codificante para CK1681 y
CK182, en las microinyecciones de las Dominantes Negativas, el total de
embriones inyectados fue mayor a 50 y los controles, tanto los inyectados con
GFP (mRNA que produce fluorescencia, pero ninguna modificaciéon fenotipica)
como el control sin inyectar fueron fenotipicamente normales. Ademas, la
cantidad de muertos nunca sobrepasé el 10% de los embriones inyectados. Los
embriones fueron inyectados con 5 nl del mRNA en el limite entre el vitelo y el

polo animal (YSL) y fueron estudiados fenotipicamente el dia 2 post fecundacion.

7.4.1 Inyeccion de mRINNA codificante para la Dominante Negativa de la

isoforma CK161.

Se procedi6 a bloquear la funcién de CK181 en el desarrollo embrionario
del pez cebra, mediante la inyeccién del mRNA codificante para la dominante
negativa de esta isoforma. Primeramente, se inyecté 1 ng del mRNA para ver el
efecto del la inhibiciéon competitiva en el fenotipo del pez cebra. El resultado fue
que alrededor del 67% de los embriones poseyeron un fenotipo anormal,

presentando un 48% un fenotipo dorsalizado y/o acortado, un 47% presentd
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ciclopfa, y un 45% de los embriones inyectados presentaron un eje antero-

posterior curvado (figura 24).

Cuando bajamos la concentraciéon del mRNA inyectado a la mitad (500
pg), los embriones acortados en su eje antero posterior y/o dorsalizados,
refiriéndose este término, al aumento de estructuras dorsales en desmedro de las
ventrales (se reconoce una cabeza de mayor tamafo de lo normal y una cola corta
y disminuida, ver figura 28) disminuyeron a un 19%, mientras que los embriones
ciclopicos representaron un 14% de los embriones totales inyectados. Los
embriones curvados en su eje antero-posterior llegaron a un 33%, mientras que

aquellos embriones fenotipicamente normales llegaron a un 54% (figura 25).
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Figura 24: Fenotipos obtenidos en embriones de 48 b.p.f, inyectados con 1 ng del dominante
negativo de CK101. Se puede observar la gran cantidad de embriones ciclopicos y
dorsalizados, los que sobrepasan el 47% y el 48% respectivamente, del total de
embriones inyectados. En tanto, los embriones curvados en su eje antero
posterior, llegaron al 45%. Los embriones sin alteraciones fenotipicas llegaron al

33%.
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Figura 25: Fenotipos encontrados en embriones de 48 h.p.f inyectados con 500 pg del
dominante negativo de CK161. En este caso, los embriones que presentaron ciclopia
llegaton a un 14%, en cambio, los embriones acortados y/o dorsalizados
llegaron a un 19% de los embriones totales inyectados. Los embriones curvos y
normales (sin alteraciéon fenotipica) tuvieron un porcentaje de 33% y 54%
respectivamente.

7.4.2 Inyeccion de mRNA codificante para la Dominante Negativa de la

isoforma CK1 62.

Se procedi6 a inyectar el RNA mensajero codificante para la dominante
negativa de CK182, para bloquear la funciéon de esta isoforma en el desarrollo
embrionario del pez cebra. Al igual que lo realizado en la isoforma CK161, se
inyect6 1 ng del mRNA para observar los fenotipos encontrados. En este caso
los embriones normales fenotipicamente solo llegaron al 18%, existiendo una alta
cantidad de embriones anormales. La gran mayoria de los embriones inyectados
(79%) presentaron un fenotipo de eje antero posterior acortado y/o dorsalizado
(ver figura 28B) y un 23% presento un eje antero posterior curvado. De éstos, la
mitad presento ciclopia (figura 20).
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Al bajar la concentracién a la mitad (500 pg), se encontraron exactamente
los mismos fenotipos, en diferente proporcion: 40% de embriones acortados en
su eje y/o dorsalizados y 20% de embriones con diferentes grados de curvatura
en su eje antero-posterior. El 15% de los fenotipos mencionados presentd
ciclopfa, mientras que el total de embriones inyectados con fenotipo

aparentemente normal llego al 40% (figura 27).
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Figura 26: Fenotipo encontrado a las 48 h.p.f, en embriones inyectados con 1 ng del
dominante negativo de CK162. Se observa la gran cantidad de embriones con eje
antero- postetior acortado y/o dorsalizados (mayor desatrrollo de los 6rganos
anteriores en desmedro de los posteriores), llegando cast al 80% de los embriones
inyectados. De éstos, la mitad presentd ciclopia. Casi un 25% de los embriones
presentaron algun grado de curvatura en su eje y los embriones sin fenotipo
anormal visible, lleg6 solamente al 18%.
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Figura 27: Fenotipos encontrados en embriones de 48 h.p.f inyectados con 500 pg del
dominante negativo de CK162. Se observa que el 40% de los embriones inyectados
se formaron acortados y/o dorsalizados, porcentaje similar a los embtiones con
tfenotipo normal. Del total, un 15% de los embriones mostré ciclopia y alrededor
de un 20% tuvo un eje antero-posterior curvado.

Figura 28: Embriones de 48 b.p.f, inyectados con 1ng del dominante negativo de CK162,
comparados con un embrion control GEP con fenotipo normal. En la foto se puede
observar un embrién de fenotipo normal (A), comparado con embriones
acortados en su eje antero posterior, dorsalizados y ciclopicos (B).
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7.5 Analisis de la sobreexpresion de CK161 y CK162 producido por la
inyeccion del mRINA codificante respectivo a cada isoforma, mediante el
uso de marcadores genéticos en embriones de pez cebra.

Para obtener una idea general de los eventos y vias en que estarian
participando las isoformas CK161 y CK182 en el desarrollo embrionario del pez
cebra, se procedié a analizar el patron de expresion de wuna serie de genes
marcadores que estan involucrados en distintos procesos del desarrollo

embrionario temprano.

Para esto, se procedié a sobreexpresar la funciéon de ambas isoformas
mediante la inyeccion de 350 pg del mRNA codificante de CK161 y CK162 en
embriones de estadio de una célula. Estos fueron posteriormente fijados con

PFA 4% en los estadios de 70% epibolia, 90% epibolia o “tail bud” (100%

epibolia) segun el marcador genético usado.

Finalmente, estos embriones fueron sometidos a hibridacion 7z situ con las
sondas de RNA marcadas con digoxigenina-11-UTP, de los distintos genes
marcadores. Para cada marcador fueron analizados 10 embriones. Como control
se utilizaron embriones inyectados con 350 pg de GFP, mRNA inocuo para el
embrion. Los marcadores utilizados fueron Goosecoid, Pax2.1, Six3, Vox, DIx3 y

Rx3.

7.5.1 Analisis del patron de expresion de Goosecoid en embriones

inyectados con el mRNA codificante de CK161 y CK162.

Se realiz6 hibridacién 7 situ con la sonda del gen marcador del territorio

dorsal Goosecoid (Gse) sobre un grupo de embriones inyectados con 350 pg del
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mRNA codificante de CK181 y CK182 y sobre otro grupo de embriones
inyectado con 350 pg del control GFP, fijados en el estadio de “tail bud” (10

h.p.f).

Como se ve en la figura 29, tanto en los embriones inyectados con CK181
como los inyectados con CK162, se pudo observar una notable modificacién en
el patréon de expresion de este marcador, respecto al control inyectado con GFP.
En estadios tempranos (60% de epibolia), Gsc marca el Escudo embrionario,
precursor de las futuras estructuras dorsales. Posteriormente en el estado de “tail
bud”, se expresa en la placa precordal y en diencéfalo y telencéfalo presuntivo, es
decir, en el cerebro anterior. En los embriones inyectados con CK1561 y CK182
se observa una fuerte disminucion de la expresion de Gy, lo que puede explicar el
fenotipo de los embriones inyectados con estas isoformas de CK1, que muestran
embriones con un desarrollo anormal de cerebro anterior y de los ojos, e incluso

carencia de éstos.

7.5.2 Analisis del patron de expresion de Pax2.1 y Six3 en embriones

inyectados con el mRNA codificante de CK161 y CK162

Un grupo de embriones inyectados con 350 pg del mRNA codificante de
CK181 y CK182, fueron fijados en estadio de “tail bud”, y posteriormente
sometidos a una doble hibridacién in situ con las sondas de los genes marcadores
de la placa neural Pax2.1 y Six3. Pax2.1 se expresa en el limite presuntivo entre
cerebro medio y posterior (“Midbrain-Hindbrain Boundary” o MHB) y Six3 en la
placa neural anterior. Paralelamente y como control, otro grupo de embriones fue

inyectado con 350 pg de GFP. Como se puede apreciar en la figura 30, existe una
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clara diferencia en la expresiéon de ambos genes entre los embriones inyectados
con CK161, CK162 y el GFP control. Los embriones inyectados con el mRNA
codificante de CK1061 tienen una notable menor expresion de Six3 (marcador de
cerebro anterior). Este resultado concuerda con el fenotipo observado al sobre
expresar este gen (falta de cerebro anterior y ojos). Estos embriones también
muestran una expresion de Pax2.1 relativamente normal o expandida (figura
30B). Los embriones inyectados con el mRNA codificante de CK162, en cambio,
poseen una reduccion leve en el patrén de expresion de Six3 (con un aspecto
difuso). Algunos de los embriones inyectados, muestran una posteriorizacion en
la expresion de este marcador (figura 30E). Pax2.1, aparece expandido hacia
anterior en su expresion (figura 30E). Esto puede explicar una menor alteracion
del cerebro y ojos en los embriones inyectados con CK162 comparado con
CK161, ademas de una posible postetiorizacion de las estructuras cerebrales

anteriores.

7.5.3 Analisis de expresion de Vox en embriones inyectados con el mRNA

codificante de CK161 y CK152.

Se realiz6 hibridacién in situ sobre un grupo de embriones inyectados con
350 pg del mRNA codificante de CK181 y CK1562 y sobre otro grupo inyectado
con GFP, fijados en el estadio de 70% epibolia (7 h.p.f), con la sonda del gen
marcador de territorio ventral Vox. Este gen se expresa en ectodermo y
mesodermo ventral, y es regulado por BMP y Wnt. Como se puede apreciar en la
tigura 31, tanto CK181 como CK152 presentaron una expansion de la expresion
de Vox hacia dorsal, con respecto al control inyectado con GFP. Vox es

requerido para la represion de los genes dorsalizantes secretados por el Escudo
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embrionario, tales como gooscoid y chordine, en el lado ventral del embrién. Su
funcién evita que en el mesodermo y ectodermo ventral se formen estructuras
neurales. El aumento de expresiéon de Vox en los embriones inyectados con
CK181 y CK182, podria explicar en parte la disminucion de la expresion de Gsey

las anomalias cerebrales presentadas por los embriones.

7.5.4 Analisis del patréon de expresion de Rx3 en embriones inyectados con

el mRNA codificante de las isoformas CK161 y CK162.

Se realiz6 hibridacién in situ con la sonda del gen marcador Rx3, sobre un
grupo de embriones inyectados con 350 pg de CK161 y CK162, y otro grupo
inyectado con 350 pg de GFP, como control. Estos embriones fueron fijados en
el estadio de “tail bud” (10 h.p.f.). Rx3 es requerida para la morfogénesis del ojo
y por lo tanto su expresion se restringe a los territorios presuntivos donde éstos
se forman. Como se observa en la figura 32, la expresion de Rx3 desaparece en
los embriones inyectados con CK1381. Esto puede estar explicando la gran
cantidad de embriones sin ojos presenciados al inyectar esta isoforma. En los
embriones inyectados con CK182, existe una reducciéon notable de la expresion
de Rx3, en comparacion con el control GFP. Este resultado concuerda con los
fenotipos obtenidos con la sobre expresion de esta isoforma, que presentaban

anormalidades en la formacién de los ojos.
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7.5.5 Analisis del patrén de expresion de DIx3 en embriones inyectados

con el mRNA codificante de CK161 y CK162.

Se realiz6 hibridacién in situ con la sonda del gen marcador de epidermis
DIx3, sobre un grupo de embriones inyectados con 350 pg del mRNA
codificante de CK181 y CK182, y sobre otro grupo inyectado con 350 pg de
GFP, que posteriormente fueron fijados a 90% epibolia (9 h.p.f.)). Tanto en
CK181 como CK182, se pudo observar una expansion de DIx3 hacia dorsal, en
comparacion con el control GFP (figura 33). Esto estarfa explicando un mayor
desarrollo del ectodermo no neural, en desmedro del neuroectodermo,

manifestandose en un menor desarrollo de cerebro.
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Figura 29: Aundlisis del patrin de expresion de Gse en embriones inyectados con el mRINA
codificante de CK161, CK162 y control GFP. En A, B y C se muestra una vista dorsal
de embriones inyectados con CK161 (A), CK182 (B) y GFP (C), donde se puede
observar una notable reducciéon de la expresion de Gse en aquellos embriones
inyectados con CK1561 y CK182, con respecto al control. D, E y F muestran los
mismos embriones en vista lateral, inyectados con CK1381 (D), CK182 (E) y GFP
(F), donde el lado dorsal esta a la derecha. Se puede observar que la reduccion de
la expresion se produce hacia anterior.
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Figura 30: Andlisis del patrin de expresion de Pax2.1 y Six3 en embriones inyectados con el
mRINA codificante de CK161, CK162 y control GFP. lLas figuras A-H muestran una
vista dorsal, de embriones inyectados con CK181 (A-D), CK182 (E y F) y GFP
(G), donde se puede observar la notable reduccion de Six3 (marcador de cerebro
anterior) y la normalidad o leve aumento (segin el embrién observado) de la
expresion de Pax2.1 (marcador de MHB) en aquellos embriones inyectados con
CK181. En los embriones inyectados con CK1562 se observa una expresion de
Six3 difusa y/o expandida hacia postetior, mientras que la expresion de Pax2.1
tiende a expandirse hacia anterior, en comparacion del control GFP. La flecha

indica la expresion normal de Six3 en un embrion inyectado con GFP.
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Figura 31: Andlisis del patron de excpresion de 1 ox en embriones inyectados con el mRINA
codificante de CK161, CK162 y control GFP. lLas figuras A, B y C muestran una vista
lateral de embriones inyectados con CK181 (A), CK162 (B) y GFP (C), donde no
se observan variaciones en la expresion del gen marcador ventral, Vox. D, E y F
muestran una vista superior de los mismos embriones, inyectados con CK181
(D), CK1582 (E) y GFP (F), donde el lado dorsal esta a la derecha. En esta vista,
se puede observar una mayor expresion de Vox hacia dorsal en aquellos
embriones inyectados con CK181 y CK182, con respecto al control, como lo
indican las flechas.
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Figura 32: Andlisis del patrin de expresion de Rx3 en embriones inyectados con el mRINA
codificante de CK161, CK102 y contro/ GFP. las figuras A-C son vistas dorsales de
embriones inyectados con CK181 (A), CK1382 (B) y GFP (C), donde se observa
una pérdida de la sefial de Rx3 en el embrién inyectado con CKI181, y una
reduccion notable de la expresion de este marcador en el embrion inyectado con
CK182, con respecto al control GFP. Las figuras D-G son los mismos
embriones en vista lateral, inyectados con el mRNA codificante de CK181 (D),
CK182 (E) y GFP (F), donde el lado dorsal se encuentra a la derecha. La flecha

indica la expresion normal de Rx3, que corresponde a los ojos presuntivos.
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Figura 33: Andlisis del patrin de expresion de DIx3 en embriones inyectados con el mRINA
codificante de CK161, CK162 y control GFP. Las figuras A-C son vistas laterales, con
el lado dorsal hacia la derecha, de embriones inyectados con CK1561 (A), CK1562
(B) y GFP (C), donde se observa un aumento de la expresion del gen marcador
de epidermis DIx3, tanto en CK181 como en CK182, con respecto al control
GFP. Esta expansion también se puede observar en la vista superior de los
mismos embriones (figuras D-F) inyectados con CK161 (D), CK132 (E) y GFP
(F). Las flechas indican la mayor expansiéon del marcador DIx3 hacia dorsal
(derecha del embrién), en aquellos embriones inyectados con CK161 y CK182,
con respecto al control.
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8. DISCUSION

8.1 Estudios de expresion de CK161 y CK162 en el desarrollo embrionario.

Mediante experimentos de RT- PCR se logré la amplificacion de
fragmentos provenientes de los transcritos de las isoformas CK161 y CK162, a lo
largo de diferentes estadios del desarrollo embrionario del pez cebra. Aunque
estos datos no son cuantitativos, nos sirven para comparar los niveles de
expresion de las isoformas durante el desarrollo, con respecto a un mRNA

control: 3- actina.

Como se observa en la figura 10, los mensajeros de ambas isoformas se
expresan durante todos los estadios del desarrollo embrionario estudiados. Estos
resultados indican que ambos genes se expresan de manera constante durante el
desarrollo embrionario, presentando un componente de expresion materno y

cigotico.

Por otra parte, el estudio de expresion de CK161 mediante hibridacion
situ, muestra que este gen presenta una expresion ubicua durante todo el
desarrollo temprano (1 a 8 h.p.f). En el estadio de 80% epibolia, se observa una
tuerte expresion en el lado dorsal del embrion, lo que es corroborado mediante la
co-expresion con BMP2b, marcador de la zona ventral y lateral del embrion.
CK182 no presenta este patron de expresion dorsal, mostrando una expresion
ubicua desde 1 h.p.f. hasta las 24 h.p.f. Desde las 10 h.p.f en adelante, el RNA
mensajero (MRNA) de CK181 se localiza en el sistema nervioso central del

embrion, limitindose su expresion a medida que progresa el desarrollo. A las 24
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h.p.f., la expresion de CK181 se observa en telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo,
cerebelo y romboencéfalo. A las 48 h.p.f., la expresion se restringe al tegmentum

del cerebro, cerebelo, retina y romboencéfalo.

La expresion de CK162 es ubicua hasta las 24 h.p.f, aunque en ese estadio
ya se puede observar una seflal mas débil hacia caudal y mas fuerte en cerebro,
restringiéndose a las 30 h.p.f a telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, cerebelo y
rombomeros. A las 48 h.p.f el RNA mensajero de CK152 se ubica en el
tegmentum, cerebelo, romboencéfalo, retina y levemente en el primordio de las

aletas pectorales.

De estos experimentos podemos concluir que ambas isoformas se
expresan en el desarrollo embrionario temprano. Posterior a las 24 h.p.f la
expresion de estos genes se restringe al sistema nervioso central. Esta
observacion concordaria con los fenotipos encontrados en los experimentos de
sobre expresion y pérdida de funcién (alteracion en el desarrollo de cerebro
anterior y de los ojos). Ademas, es probable que algunos de los fenotipos
producidos por el bloqueo de funcidon de estos genes y que se traducen en
embriones curvos y acortados en su eje dorso ventral, puedan ser explicados por
alteraciones en los movimientos de convergencia extension, ocurridos en

desarrollo temprano.

Ademas es interesante destacar que a pesar del alto nivel de homologia que
tienen las isoformas CK161 y CK182, ambas presentan patrones de expresion
diferentes. CK182 es mas ubicuo y se expresa a un mayor nivel que CK161
dentro de las primeras 24 horas de vida. Posteriormente ambos mRNAs se

ubican en cerebro, siendo la expresion a las 48 h.p.f muy restringida en el caso de
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CK181, expresandose en el tegmentum mesencefalico, cerebelo, retina y en los
rombémeros. CK182 se superpone a CK181 en su patron de expresion y se

expresa ademas en el primordio de las aletas pectorales.

8.2 Estudios de funcién de CK161 y CK162 en el desarrollo embrionario.

Mediante los experimentos de inyeccion de RNA mensajero codificante
para CK181 y CK162 y sus respectivas Dominantes Negativas, se pudo obtener
importantes datos de la funcién de ambas isoformas en el desarrollo embrionario

del pez cebra.

Entre los datos obtenidos, uno de los mas llamativos es el que dice
relacién con la alteracion en la formacion de los ojos en experimentos de sobre
expresion de CK181 y CK182. En ambos casos se obtienen embriones sin ojos o
con ojos mas pequefos de lo normal. Aparecen también fenotipos con ojos
asimétricos y ciclopicos. Esto concuerda con el patrén de expresion obtenido en
la hibridacién iz situ, donde a las 24 y 48 h.p.f el RNA mensajero de ambas
isoformas se encuentra restringido a sistema nervioso central. Sin embargo, la
sobre expresion de ambas isoformas produce los fenotipos anteriormente
descritos en proporciones diferentes. Por ejemplo el porcentaje de embriones sin
ojos obtenido al inyectar CK1381 llegé a un 34%, mientras que al inyectar el
mRNA de CK182, el fenotipo sin ojos se redujo a un 7% de los embriones
totales inyectados. Otro ejemplo es el de los embriones ciclopicos, estos llegan al
10% en los embriones inyectados con el mRNA de CK182 y solo al 1% en el
caso de los inyectados con el mRNA de CK181. En su conjunto, estos resultados

se parecen a los obtenidos con la sobre expresion del mRNA codificante de
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Wnt8. En este caso también se observa embriones sin ojos, ciclopicos y con otras
alteraciones del globo ocular (Kelly? ez a/, 1995). La supresion de la sefializacion
de Wnt, es necesaria para la induccién de la formacion de cerebro anterior y sus
estructuras asociadas en vertebrados (Heisenberg ez @/, 2001). Se ha observado
que al sobre activar esta seflal de Wnt (por ejemplo, en mutantes de pez cebra
para la proteina Axina (mbl-) o en mutantes donde se inhibe la actividad
represora de Tcf-3 (hdl)), aparecen embriones con un fenotipo donde los ojos y

telencéfalo estan reducidos o ausentes (Heisenberg ez a/., 2001).

En cuanto a los experimentos de bloqueo de funcién mediante la
inyeccién de las Dominantes Negativas de las isoformas CK181 y CK162, se
obtuvieron embriones dorsalizados, curvos y ciclopicos en ambas isoformas (con
un mayor efecto por parte de CK162). Estos resultados podrian indicar, que
ademas de la participaciéon que pueden tener CK181 y CK162 en el desarrollo de
estructuras del sistema nervioso central (embriones ciclopicos), podrian también
cumplir una funcién importante en el desarrollo embrionario temprano, en
procesos de movimiento celular y establecimiento de los ejes embrionarios
(embriones acortados y curvados en su eje antero-posterior). Estos resultados
también concuerdan con experimentos de bloqueo de funciéon de Wnt8,
requerida para antagonizar la formaciéon del Escudo embrionario (Ramel vy
Lekvel, 2004). El Dominante Negativo de Wnt8 produce embriones con
organizadores expandidos y con pérdida de tejidos posteriores y ventrales, es
decir, embriones dorsalizados (Ramel y Lekvel, 2004), como los encontrados al

bloquear la funcién de CK181 y CK152.

Lo anterior, ademas de otras evidencias que relacionan directamente a

CK181 y CK182 en la via de sefializacion de Wnt (Sakanaka ez a/., 2000), nos
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permite postular que estas quinasas pueden estar actuando en procesos que
regulan la formacion y establecimiento de los ejes embrionarios en la gastrulacion
del desarrollo embrionario temprano. Ademas parecen estar involucradas en la
formacion de estructuras del Sistema Nervioso Central, mas especificamente en
la formacién de los ojos y cerebro anterior, lo que serfa mediado por vias de

seflalizacion relacionadas con las proteinas Wnt.

La formacién de los ejes embrionarios requiere la sefalizaciéon de una via
de Wnt en dos momentos: después de la fertilizaciéon para establecer un centro de
seflales dorsales, y durante la gastrulacion para especificar los destinos ventrales.
Aunque la sefial canénica Wnt/ B-catenina estd envuelta en ambos procesos, se
desencadenan de manera diferente en cada caso. La especificacién del centro de
seflal dorsal parece ser un mecanismo independiente de ligandos, envuelto en la
acumulacion de B-catenina, el efector nuclear de la sefial de Wnt, en los ntcleos
dorsales. La acumulaciéon de la B-catenina nuclear induce la formacion del
Escudo embrionario en el pez cebra. Después del establecimiento del eje dorso
ventral, la actividad de Wnt/fB-catenina, estimulada por el ligando Wnt8, es
requerida para antagonizar el Escudo embrionario y por ende la formacion de las

estructuras de la cabeza (Ramel y Lekvel, 2004).

Segun lo descrito anteriormente las isoformas 61 y 62 de la proteina
quinasa CK1, tendrfan una funcién activadora de la via Wnt, especificamente de
Wnt8, cuya funcion es limitar la formacion de estructuras dorsales en territorio
lateral y ventral en conjunto con BMP2b. Dentro de la via Wnt, se ha descrito en
la literatura, la formacién de un complejo entre CK1 y Dvl, cuya interaccion
parece activar cooperativamente la formacién del complejo B-catenina/ Lef

(Kishida ez al., 2001; Hino et al, 2003). Es probable que las dos isoformas
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estudiadas en esta tesis, CK161 y CK182, actien regulando la via de Wnt8 en

forma positiva por un mecanismo similar al anteriormente planteado.

Sin embargo, los resultados del bloqueo de funcién de CK181 y CK182,
también pueden explicarse mediante un rol desactivador de la via candnica de
Wnt, propuesto para estas quinasas. Segun estudios, estas isoformas fosforilan la
serina 45 de -catenina (Marin e al., 2002), lo que permite luego, la fosforilacion
de esta proteina por parte de GSK-3, que proporciona los sitios de
reconocimiento para su posterior ubiquitinaciéon y degradacion en el protosoma,
impidiendo la consecuente transcripcion de los genes blanco (Peters ez a/., 1999).
La dorsalizacion de los embriones se relaciona a un aumento de los niveles de -
catenina en el lado dorsal del embrién, lo que se correlaciona con la induccion de
genes dorsales especificos (Larabell e# al., 1997), provocando la formacién de un
escudo embrionario expandido. Nosotros postulamos que los experimentos de

bloqueo de funcién de CK161 y CK102, mediante la sobre expresion de las

dominantes negativas de ambas isoformas, producitia una estabilizacién de la B-
catenina debido a la falta de fosforilacion de ésta por ambas isoformas. Por tanto
la funcién de ambos genes podria ser la de controlar negativamente esta via Wnt

en el desarrollo temprano.

Es interesante recordar, que el aumento del mRNA codificante de CK161
y CK182, produjo alteraciones en cerebro anterior y ojos, pero no asi en la
formacion de los ejes embrionarios. Solo en altas concentraciones se pudieron
apreciar embriones curvados en su eje antero posterior. En cambio, el bloqueo
de funcion de ambas isoformas, tuvo un claro efecto sobre la formacion de los
ejes embrionarios, con un alto porcentaje de embriones curvos y acortados. Por

esto, se podria pensar, que ambas isoformas son necesarias para la formacién de
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los ejes embrionarios en etapas mas tempranas del desarrollo. En etapas mas
tardias, tanto un aumento en los niveles de expresion de ambas isoformas de
CK1, como un bloqueo de la funcién de la proteina, produce anormalidades en

cerebro, lo que puede ser explicado por las funciones contrapuestas que tendria

CK1 en la via Wnt (Schwarz-Romond, ez a/., 2002; McKay ez al., 2001).

Las diferencias encontradas entre CK161 y CKI182, en cuanto a su
expresion, fenotipos obtenidos en la sobre expresion, los diferentes porcentajes
obtenidos con la pérdida de funcion y las diferentes concentraciones necesarias
para obtener el mismo porcentaje de un fenotipo, se pueden explicar ya que a
pesar de su alto nivel de homologia, estas isoformas provienen de genes distintos
en pez cebra, y por lo tanto sus promotores son diferentes (Marcelo Antonelli,

comunicacion personal).

Para tener una idea mas clara de estos fendmenos, seria necesario realizar
una serie de experimentos en los que se analicen genes marcadores que se
encuentren rio debajo de la via Wnt, y complementar lo anterior, con nuevas
evidencias que surjan en torno a estas complejas cascadas de eventos, para asi
poder sacar una conclusién contundente del papel de CK1 en el desarrollo

embrionario.

8.3 Analisis de marcadores genéticos en embriones inyectados con el

mRNA codificante de CK161 y CK162

De los resultados obtenidos con los experimentos de sobre expresion de

CK181 y CK182, mediante la inyeccion del mRNA codificante de estas
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isoformas y su posterior analisis con marcadores genéticos, se obtuvieron
importantes datos para entender mejor, la funcién de estas isoformas en el

desarrollo embrionario.

Uno de estos resultados dice relaciéon con la notable modificacién en el
patron de expresion del gen marcador dorsal Goosecoid (Gie), involucrado con la
regulaciéon de los destinos dorsales de las células del escudo embrionario
(Schulte-Merker ez al, 1994). La formaciéon del sistema nervioso requiere
inicialmente de la adquisicién de la identidad neural, que es lograda mediante la
inhibicién de factores epidermizantes. Posteriormente, se da lugar a la formacion
de patrones regionales en el plato neural, por la actividad de factores
caudalizantes. Estos dos procesos son regulados por el organizador dorsal,
temprano en el desarrollo. Gse es requerido para la definiciéon de las estructuras
neurales anteriores, y su inactivacion se asocia a deleciones de estructuras de
cerebro anterior, lo que esta asociado con un incremento de la actividad de Wnt8
en el margen dorsal de la blastula. De hecho, Gse coopera desde la blastula, en la
formacion de tejidos neurales mediante la proteccion de las células neurales
anteriores presuntivas de una caudalizacién irreversible del factor posteriorizante,
Wnt8 (Seiliez e al., 2006). Por lo tanto, la marcada reduccién del gen marcador
Gse en los embriones sobre expresados con CK161 y CK182, podrian estar
confirmando el rol de estas isoformas, en la regulacion de Wnt8 en forma

positiva.

Por otro lado, la modificacién en el patrén de expresion de Six3 en
aquellos embriones inyectados con CKI181, coincide con las anomalias
fenotipicas relacionadas con la formacién de ojos y cerebro anterior, ya que es un

regulador crucial en el desarrollo de estas estructuras. Ademas actia en desarrollo
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temprano en la especificaciéon del plato neural anterior y participa en la inhibicion
de BMP (Gestri ez al., 2005). La posteriorizacion de Six3 y el aumento de la
expresion con expansion hacia dorsal de Pax2.1, gen regulador del desarrollo de
cerebro medio y MHB (Scholpp y Brand, 2003), se pueden explicar por un
cambio en los destinos cerebrales, desde cerebro anterior a cerebro medio. Esto
quiere decir que existe una expansion de mesencéfalo en desmedro de cerebro
anterior y ojos. Esto puede deberse a una sobre activacion de la sefial de Wnt, ya

que mutaciones en Axina producen fenotipos similares (Heisenberg ez a/., 2001).

Tal vez, el marcador que cobra mayor interés con respecto a la funciéon de
las isoformas CK161 y CK182 en el desarrollo embrionario mediante la via Wnt,
es el gen marcador de la zona ventral del embrién, Vox. Este gen, es un objetivo
transcripcional directo de Wnt8/B- catenina hasta el estadio de 70% de epibolia
(7 h.p.f). Posteriormente en el desarrollo, este gen pasa a ser controlado por
BMP. Ia funcién primaria de Vox es de modular los inhibidores de BMP
secretados por el escudo, como por ejemplo chordine (chd) y goosecoid (gsc).
Deficiencias cromosomales de Vox, producen una expansion del organizador y
defectos severos en el patréon dorso —ventral (Ramel y Lekven, 2004). Con los
resultados obtenidos con la sonda del gen marcador Vox, se podria sugerir que la
expansion de este gen se deberfa a que las isoformas CKI181 y CK162
estimularfan la ventralizacién del embrién, lo que concuerda con el fenotipo de
malformaciones de ojos y cerebro anterior. Vox, es absolutamente esencial para
mediar la represiéon que hace Wnt8 sobre el organizador (Ramel y Lekven, 2004).
Estos resultados indican que existe una relacion entre la senalizaciéon de Wnt8 y

la funcién de CK161 y CK162.

73



Rx3, es un gen que actia especificamente en el desarrollo del primordio
optico (Loosli ef al., 2003). Una mutacién en Rx3 (¢h&) induce la formaciéon de
ojos pequefios, maduracion incompleta del ojo y aumento en la apoptosis de los
precursores de los ojos (Kennedy e/ /., 2004), ademas de un fenotipo carente de
ojos desde un estadio muy temprano en el desarrollo (Loosli ez al., 2003).
Estudios demuestran que la falta de ojos, en esta mutante, se debe a un bloqueo
de la evaginacion de las vesiculas opticas y de la diferenciaciéon neuronal (Loosli e
al., 2003). La modificaciéon en el patréon de expresion de Rx3 en aquellos
embriones inyectados con CK161 y CK162, concuerda con el fenotipo
encontrado, donde existia una alta malformacién en los ojos. La falta de
expresion de rx3 en embriones inyectados con CK101, puede ser explicada por el
efecto negativo que este gen produce en la formaciéon de los ojos de los
embriones de pez cebra. Este tipo de fenotipos esta normalmente asociado a una
disfuncién de una via de Wnt (Loosli e a/., 2003). El efecto posteriorizante de
una sefial ectopica de Wnt, resulta en la pérdida de los ojos (Kelly? ez al., 1995;
Heisenberg ¢z al., 2001; van de Water ¢f al., 2001). La formacioén de los ojos de los
vertebrados se inicia por la protrusion de las vesiculas opticas del tejido neural
anterior. Las vesiculas Opticas se desarrollan a cupulas 6pticas, que daran origen a
la retina, mientras se inducen los lentes en el ectodermo opuesto. Como
consecuencia de la sefial ectopica de Wnt, no se forman ni las vesiculas 6pticas ni
los lentes, presumiblemente porque el tejido neural anterior es transferido hacia

posterior y pierde sus propiedades morfogenéticas (van de Water ez al., 2001).

Por otro lado, se sabe que el gen marcador DIx3 se expresa en las células
del ectodermo y es a su vez, un activador transcripcional, que regula
positivamente la formaciéon del ectodermo no neural. Ademas, regula

negativamente la expresion de genes marcadores de Sistema Nervioso Central en
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epidermis y placa neural anterior (Beanan y Sargent, 2000). La expresion
temprana de este gen “anti- neural”’, se produce de manera independiente al
Escudo u organizador dorsal, y es regulado por una senal dependiente de (-
catenina (Beanan ef 4/, 2000). La expansion de DIx3 observada con los
experimentos de sobre expresion de CK181 y CKI182, podria deberse a una
expansion del tejido epidérmico en desmedro de ectodermo neural, lo que podria
sugerir que estas isoformas actuarian produciendo una sefial posteriorizante en el
embrion. Esto produciria la pérdida de masa cefalica y de ojos en los embriones

inyectados.

Finalmente, cabe destacar que estos resultados son preliminares y se
necesitan mas experimentos para poder aclarar con mayor precision el papel que
juegan las isoformas CK161 y CKI182 en el desarrollo embrionario de los

vertebrados.
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9. CONCLUSIONES

1) CK181 presenta una expresion ubicua en desarrollo embrionario temprano
hasta las 8 h.p.f, donde se restringe en placa neural. La expresion de CK182 es
ubicua hasta las 24 h.p.f. En estadios mas avanzados ambos se expresan en la

region cefalica y CK162, ademas, se expresa en el primordio de la aleta pectoral.

2) La sobre expresion de CK181 y CK162, producen alteraciones en el desarrollo
de cerebro anterior y ojos. Sin embargo, la proporcion de los fenotipos

observados difiere entre ambas isoformas.

3) El bloqueo de funcién de ambas isoformas, CK1381 y CK182, producen un

fenotipo dorsalizado, acortado y ciclopico.

4) La inyeccion del mRNA codificante de CK161 y CK162, produce un patréon
de expresion reducido de G, Rx3 y Six3, una expansion hacia dorsal de Pax2.1,
Vox y DIx3. En su conjunto estos resultados indican que CK1381 y CK182,
podrian estar regulando la formaciéon de estructuras del Sistema Nervioso

Central, mediante la activacién de genes ventralizantes.
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