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Introduccié

1.EL PANCREES I LA DIABETIS MELLITUS

1.1 EL PANCREES

El pancrees és una glandula amb una funcié dual, tant endocrina com exocrina. El
pancrees exocri esta format per teixit acinar i teixit ductal i la seva funcié és la de
secretar enzims digestius pancreatics cap al duodé. Aquest teixit constitueix
aproximadament el 80-85% del total de la massa pancreatica (Clark, 2004). Per altra
banda, el pancrees endocri produeix i secreta hormones al torrent circulatori amb la
funcié de mantenir I’homedstasi de la glucosa. Entre aquestes hormones endocrines
destaquem com a hormones majoritaries la insulina, el glucago i la somatostatina. El
compartiment endocri representa entre el 2 i el 5% del total de la massa pancreatica.
Al 1889 Von Mering i Minkowsi van descriure la relacié que existia entre el pancrees i
el control del metabolisme de la glucosa, observant que I'extraccié d’aquest 6rgan a un

gos donava com a resultat I'aparicio de diabetis.

El pancrees va ser identificat per primera vegada per Herophilus (335-280 a. dC.),
un anatomista i cirurgia grec. El terme pankreas prové del grec pan- (tot) i -kreas

(carn), probablement degut a la consisténcia carnosa i homogeénia de I'drgan.

Anatomicament, el pancrees esta format per tres compartiments: el cap del
pancrees que esta adjacent al duodg, el cos que n’és la part central i, finalment, la cua

que és la zona més propera a la melsa (veure figura 1).

1.1.1. PANCREES EXOCRI

El pancrees exocri esta format per les cél-lules acinars, que estan agrupades en
estructures que s’anomenen acinis. En el citoplasma de les cél-lules acinars trobem
granuls secretors que contenen els enzims digestius (proteases, amilases, lipases,
nucleases, etc.). Aquests enzims son secretats com a precursors i sén activats pel

procés de protedlisi en el duodeé.
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FIGURA 1. Anatomia del pancrees huma. (Encyclopedia Britannica, 2010)

Aquestes secrecions pancreatiques son portades fins al lumen dels acins i
s’acumulen en els ductes intralobulars. Les cél-lules ductals representen una part molt
petita del pancrees adult i tenen la funcié de conduir els sucs pancreatics fins al
duode. A més, les cél-lules ductals secreten bicarbonat amb la funcié de neutralitzar
'acidesa del suc pancreatic. Aquestes cél-lules s’han proposat com a possible font de

cél-lules precursores de les cél-lules B (revisat a (Grapin-Botton, 2005))

1.1.2. PANCREES ENDOCRI
La unitat funcional del pancrees endocri son els illots de Langerhans, que van ser
descrits per primera vegada per Paul Langerhans (1869), motiu pel qual es coneixen

per aquest nom.

Els illots de Langerhans sén agrupacions de cél-lules endocrines que estan
repartides enmig del compartiment exocri. Podem trobar al voltant d’'un milié d’illots en
un pancrees huma, adult i sa. Les hormones secretades directament al torrent

sanguini, provinents dels illots de Langerhans, soén produides per cinc tipus de
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cél-lules diferents: les cel-lules alpha (a) que produeixen glucago, les cel-lules beta (B)
que produeixen insulina, les cél-lules delta (8) que produeixen somatostatina, les
cél-lules PP que produeixen polipéptid pancreatic i, recentment s’ha descrit la
preséncia d’'un altre tipus cel-lular, les cél-lules epsilon (¢) (Prado et al., 2004; Wierup

et al., 2004), que produeixen grelina (veure figura 2).

En els illots trobem majoritariament cél-lules B que constitueixen aproximadament

he
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el 70-80% del total de la massa de lillot, seguides per les cél-lules a que ocupen
aproximadament un 20% i, finalment, la resta de cél-lules 6, PP i € que conformen
menys del 15% de la massa total de l‘illot. Aquesta composicié es manté més o menys
homogeénia en tot I'érgan, tot i que s’ha descrit que la part posterior del cap del

pancrees és especialment rica en cél-lules PP (Orci et al., 1976).

Traditional islet Islet with €-cells

FIGURA 2. Tipus cel-lulars presents en Iillot i distribucié d’un illot de ratoli abans i després de la
identificacio de les cél-lules épsilon (g) ( Beta cell Biology Consortium).

Les cél-lules de lillot s’organitzen de manera diferent segons I'espécie. Aixi, els
illots murins es caracteritzen per un nucli central de cél-lules B envoltat de cél-lules no

B (cel-lules a, 8, PP i €) situades a la periféria, mentre que en els illots humans
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aquesta distribucié no és tan homogeénia, ja que podem trobar cél-lules no (3 en la part

central de l'illot (veure figura 3).
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FIGURA 3. Distribucié cel-lular dels illots pancreatics de diferents espeécies. Distribucio
cel-lular dels illots pancreatics de diferents especies (A) Humans, (B) primat, (C) ratoli i (D) porc. La
insulina esta marcada en vermell, el glucagé en verd i la somatostatina en blau (Cabrera et al.,

2006).

1.1.2.1 La cél-lula B i la secrecio d’insulina
La secreci6é adequada d’insulina per part de les cél-lules 3 de l‘illot pancreatic és

clau per al bon control de la glucémia.

La insulina és sintetitzada en el reticle endoplasmatic, processada i
emmagatzemada en granuls secretors esperant ser alliberada al torrent sanguini en
resposta a estimuls nutricionals, el principal dels quals és la glucosa. La secreci6 de la
insulina és un procés complex i molt controlat. A mode de resum, quan hi ha un
augment en els nivells circulants de glucosa, aquesta entra dins del citoplasma de la
cel-lula B mitjangant el transportador de glucosa, Glut-2. La glucosa es metabolitza pel

procés de la glicolisi generant un augment del ratio citoplasmatic ATP/ADP, provocant
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que el canal de potassi (K')- dependent d’ATP de la membrana de la cél-lula B es
tanqui. Aixd provoca la despolaritzacié de la membrana citoplasmatica, permetent que
els canals de calci (Ca2+)- dependents de voltatge, s’obrin, fet que facilita 'entrada de
calci dins de la cél-lula induint I'exocitosi dels granuls secretors d’insulina (revisat a
(Rorsman et al., 2003)).
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1.2 LA DIABETIS MELLITUS

La diabetis mellitus (DM), segons I'Associaci6 Americana de Diabetis (ADA,
American Diabetes Association), és un grup de malalties metabdliques que es
caracteritzen per nivells elevats de glucosa en sang com a resultat de la incapacitat

del cos de produir o utilitzar la insulina.

La Federacio Internacional de Diabetis (IDF, International Diabetes Federation) ha
estimat que al voltant de 300 milions de persones de tot el mén tenen diabetis, i una
prevalenca del 6,6% en el grup d’edat comprés entre 20 i 79 anys. S’espera que
aquest numero s’incrementi més del 50% en els proxims 20 anys. Pel 2030 s’ha
calculat que 438 milions de persones estaran afectades per diabetis o una prevalenga
del 7,8%. Cada any, més de 7 milions de persones desenvolupen diabetis. En els
paisos més desenvolupats, la diabetis és la quarta o cinquena causa de mort i les
complicacions de salut que se'n deriven tenen enormes costs econdomics.
Definitivament, la diabetis és un dels problemes de salut més importants del segle XXl

(www.idf.org).

1.2.1. CLASSIFICACIO DE LA DIABETIS
D’acord amb els criteris actuals de classificacié per part de ’Associacié6 Americana
de Diabetis (ADA), la Diabetis Mellitus es classifica segons les bases de I'etiologia i els

simptomes clinics en:

1.2.1.1. Diabetis mellitus tipus 1 (DM1)

Aquest tipus de diabetis representa el 5-10% del total de casos de diabetis. La DM1
és deguda a una destruccio de les cél-lules productores d’insulina del pancrees, com a
causa d'una reaccié autoimmune, i les cel-lules 3 romanents produeixen molt poca
insulina o directament no en produeixen, disminuint aixi la capacitat de captar glucosa

per part dels teixits periférics i provocant I'aparicié d’hiperglucémia.
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La DM1 acostuma a apareixer en nens o en joves, perdo també hi ha casos on
apareix en l'edat adulta. Els simptomes de la DM1 s6n gran sensacié de set i boca
seca, miccio frequent, sensacié de cansament o falta d’energia, sensacié de gana
constant, pérdua de pes sobtada, lenta curacié de ferides, infeccions recurrents, visié
borrosa, etc. Els pacients tipus 1 necessiten 'administracié d’insulina cada dia per tal
de mantenir els nivells de glucosa controlats. En aquests pacients les injeccions

d’insulina soén vitals.

La DM1 té una etiologia multifactorial. Hi ha un component de susceptibilitat
genética clar, perd també hi intervenen agents ambientals en I'aparicié de la malaltia,
ja que, menys del 10% dels individus amb predisposicié genética a la DM1 acaben
desenvolupant aquesta malaltia (Knip et al., 2005). Els gens que contribueixen de
manera més significativa a la susceptibilitat genética a la DM1 es troben en la regio
génica del complex d’histocompatibilitat major (MHC, major histocompatibility
complex), al cromosoma 6. Aquesta regidé génica determina al voltant del 40% dels
casos familiars de diabetis (Paronen et al., 2004). Concretament, la susceptibilitat a la
DM1 s’ha associat als gens de I'antigen leucocitari huma (HLA, Human Leucocyte

Antigen) de classe 1 i Il

1.2.1.2. Diabetis Mellitus tipus 2 (DM2)
Aquest tipus de diabetis representa el 90-95% del total de casos de diabetis. La
DM2 es caracteritza per una deficiéncia relativa en la secrecié d’insulina acompanyada

d’'una resisténcia dels teixits periferics a I'accié d’aquesta hormona.

En la majoria de pacients tipus 2 inicialment n’hi ha prou amb un bon control
dietétic, perd hi ha casos en els que seran necessaris medicaments orals per al control
de la hiperglucémia, i en alguns casos més extrems pot ser necessaria I'administracié

d’insulina, com en el cas dels diabétics tipus 1.

La DM2 acostuma a aparéixer en adults, després dels 40 anys, perd pot apareixer
abans, especialment en poblacions amb una alta prevalenca de diabetis. De tots els
casos de diabetis, el 70% es registren en paisos econdmicament subdesenvolupats,
sent I'india la que presenta la poblacié diabética més elevada, seguida per la Xina

(www.idf.org).
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De la mateixa manera que passa amb la DM1, la DM2 té una etiologia multifactorial
en la que hi ha un fort component genétic pero els habits i I'estil de vida juguen també
un paper molt important. Factors de risc per al desenvolupament de la DM2 sén la
historia familiar amb risc de patir diabetis, I'envelliment, I'obesitat o la dieta i la

inactivitat fisica.

En els ultims anys s’ha avancat molt en la recerca de factors genétics que puguin
influenciar o associar-se a I'aparici6 de DM2 gracies al desenvolupament dels estudis
d’associacié del genoma a gran escala (Genome-wide association studies, GWAS).
Aquests tipus d’estudis han permés identificar com a minim 40 /oci candidats en la

susceptibilitat a DM2 (Imamura and Maeda 2011) (veure taula 1).

Els estudis de GWAS també han permeés validar gens que ja havien estat
identificats préviament amb altres metodologies com és el cas del gen TCF7L2
(transcription factor 7-like 2 (T-cell specific, HMG-box)). Aquest gen codifica per el
factor de transcripci6 TCF7L2 (conegut anteriorment com TCF4) que és l'efector
principal de la via de senyalitzacio wingless (Wnt). Polimorfismes en el gen de TCF7L2
es van associar al risc de patir DM2 per primera vegada I'any 2006, i des d’aleshores,
diversos GWAS han validat aquesta associacié i s’han publicat diversos estudis clinics
i basics destinats a entendre la participacié de TCF7L2 en I'aparicié de la DM2. Tot i
que mecanisticament es desconeix com aquests polimorfismes en les regions
introniques del gen TCF7L2 afecten al risc de patir DM2, s’ha vist que aquest
regulador transcripcional estimula la proliferacié de les cél-lules B, regula la secrecio
d’insulina, aixi com també estimula la secreci6 de la hormona incretina GLP-1
(glucagon-like peptide-1) per part de les cél-lules L de Tl'intesti (Yi et al., 2005; Cauchi
et al., 2007; Salonen et al., 2007; Sladek et al., 2007; Loder et al., 2008).
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ANY SiMBOL GEN POLIMORFISME
PPARG peroxisome proliferator-activated receptor mutacié: Pro12Ala
2000 gamma
2003 KCNJ11 5)‘0::2?]:;;|;1:vardly-rect|fy|ng channel, subfamily mutacié: Glu23Lys
- TCF7L2 transcription factor 7-like 2 (T-cell specific, HMG- intronic
2 2006 box)
% IGF2BP2 insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein intronic
3 2007 2
= WFS1 Wolfram syndrome 1 (wolframin) intronic
mutacio: Arg611His
CDKAL1 QDKS regulatory subunit associated protein 1- intronic
like 1
SLC30A8 solute carrier family 30 (zinc transporter), mutacié: Arg325Trp
member 8
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma,
CDKN2A/B p’1' 5 inhié’its CoKa) ( 125kb upstream
HHEX hematopoietically expressed homeobox 7.7kb downstream
FTO fat mass and obesity associated intronic
HNF1B HNF1 homeobox B intronic
intronic
2008 NOTCH2 Notch gene homolog 2 intronic
THADA thyroid adenoma associated mutacié: Thr1187Ala
ADAMSTS9 ADAM met.allopeptidase with thrombospondin 38Kkb upstream
type 1 motif, 9
JAZF1 JAZF zinc finger 1 intronic
CDC123/ cell Fiivision cycle.123 homolog/ o regi6 interganica
CAMK1D calcium/calmodulin-dependent protein kinase ID
KCNQ1 potassigm voltage-gated channel, KQT-like intronic (intr615)
subfamily, member 1
intronic (intr615)
TSPANS8/ tetraspanin 8/ leucine-rich repeat containing G regi6 intergénica
LGR5 protein-coupled receptor 5
2009 IRS1 insulin receptor substrate 1 502kb downstream
MTNR1B melatonin receptor 1B intronic
intronic
2010 PROX1 prospero-related homeobox 1 2kb upstream
BCL11A B-cell CLL/lymphoma 11A (zinc finger protein) 99kb downstream
GCKR glucokinase (hexokinase 4) regulator intronic
ADCY5 adenylate cyclase 5 intronic
UBE2E2 ubiquitin-conjugating enzyme E2E 2 intronic
ZBED3 zinc finger, BED-type containing 3 41kb upstream
DGKB/ diacylglycerol kinase, beta 90kDa/ alkylglycerol regi6 intergénica
TMEM195 monooxygenase
GCK glucokinase (hexokinase 4) 36kb upstream
KLF14 Kruppel-like factor 14 47kb upstream
TP53INP1 tumor protein p53 inducible nuclear protein 1 intronic
CHCHD9 coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain 234Kkb upstream

containing 2
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CENTD2/ centaurin, delta 2/ AfGAP with RhoGAP 5UTR
ARAP1 domain, ankyrin repeat and PH domain 1
KCNQ1 potassigm voltage-gated channel, KQT-like intronic (intr611)

subfamily, member 1
HMGA2 high mobility group AT-hook 2 43kb upstream
HNF1A HNF1 homeobox A 20kb downstream
PRC1 protein regulator of cytokinesis 1 intronic
ZFANDG6 zinc finger, AN1-type domain 6 1.5kb downstream
C2CD4A/B C2 calcium-dependent domain containing 4B regi6 intergénica
DUSP9 dual specificity phosphatase 9 8kb upstream

TAULA 1. Gens associats a la diabetis tipus 2. Llistat de gens associats a la DM2 mitjangant GWAS.
En la taula s’especifica I'any d’identificacié en la columna 1, i el polimorfisme identificat en la columna 2.
Adaptat de (Imamura and Maeda, 2011).

1.2.1.3. Altres tipus de diabetis

Un altre tipus de diabetis s6n aquelles que s’associen a defectes monogenics que
alteren la funcié de la cél-lula B, amb una heréncia autosdmica dominant. Es coneixen
com les MODY (maturity-onset diabetes of the young). Les MODY es caracteritzen per
I'aparicié d’hiperglucémia a una edat primerenca (abans dels 25 anys), defectes en la

secrecio d’insulina i abséncia dels anticossos tipics de la DM1.

S’han descrit diferents tipus de MODY depenent del gen que esta alterat, per
exemple, en la MODY1 esta mutat el gen HNF4A, en la MODY2 és el gen de la
glucoquinasa (GCK, glucokinase), en el cas de la MODY3 és el gen HNF1A
(hepatocyte nuclear factor 1a) que esta mutat, la MODY4 amb el gen PDX1
(pancreatic and duodenal homeobox 1) alterat, la MODY5 que té la mutacié en el gen
HNF4B i la MODY 6 en el gen NEUROD1/BETA2 (Neurogenic differentiation factor
1/Beta-cell E-box transcriptional activator 2) (Servitia et al.,, 2004). La majoria
d’aquests gens son factors de transcripci6 que participen en el correcte
desenvolupament del pancrees i en la posterior funcié d’aquest. Alguns d’ells seran

presentats en la propera seccio.

Hi ha altres tipus de diabetis, com per exemple la diabetis mellitus gestacional
(DMG) que es detecta per primera vegada durant 'embaras i que es defineix per
qualsevol grau d’intolerancia a la glucosa. Aquesta pot desapareixer després de
'embaras o pot persistir. Les dones que pateixen DMG tenen un risc més elevat de

desenvolupar DM2 més endavant.

11
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1.2.2. TERAPIES PEL TRACTAMENT DE LA DIABETIS

¢ Administracié d’insulina exdgena

Actualment el tractament de la diabetis es basa en l'administracié d’insulina
exodgena per tal de poder controlar els nivells de glucosa en sang, mitjangant
injeccions diaries repetides o, més recentment, mitjancant I'is d’'una bomba d’insulina.
A part de les molésties que aixd implica als pacients, com un control periddic de la
glucémia i injeccions repetides d’insulina al llarg del dia, aquest tractament no sempre
és del tot eficag per a tots els pacients, i en alguns casos aconseguir la
normoglucémia es fa extremadament dificil. En aquests casos, els pacients presenten
periodes d’hipo i hiperglucémies que portaran a la llarga a complicacions micro i
macrovasculars severes, que poden provocar la mort. També cal recordar que les
injeccions d’insulina no sén una cura, sind que sén un tractament pal-liatiu dels

simptomes de la diabetis.

e Transplantament de pancrees o d'’illots pancreatics aillats

Una possible cura per a la diabetis seria el reemplagament de les cél-lules B que
s’han destruit o que tenen un mal funcionament per altres de funcionals. Una
aproximacié utilitzada ha estat el transplantament de pancrees total o el
transplantament d'illots pancreatics aillats, a partir de donants cadaver. Tot i que el
transplantament de pancrees es porta a terme amb éxit i els pacients no necessiten de
'administracié exdgena d’insulina, I'operacié és molt agressiva per al pacient. El
transplantament d’illots de donants, que es realitza seguint el protocol d’Edmonton
(Shapiro et al., 2000), presenta també les seves limitacions. Per exemple, que hi ha un
nombre molt limitat de donants tenint en compte la demanda que existeix. A més, el
procés d’extraccio d'illots és limitant perqué hi ha un baix rendiment, fet que implica la
necessitat de més d’'un donant per receptor. Els beneficiaris del transplantament
d’illots serien una minoria, només aquells que presentin una simptomatologia molt
severa i en els quals, els efectes secundaris de la immunosupressio cronica associada

al transplantament siguin menys importants que la necessitat vital d’aquest.

No obstant, ambdues aproximacions demostren que el reemplagcament de les

cél-lules 3 en pacients diabétics pot portar a la cura d’aquesta malaltia.
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¢ Medicina regenerativa

Les limitacions existents en el transplantament de pancrees i de illots isolats han
despertat l'interés dels investigadors pel camp de la medicina regenerativa. Aquesta
disciplina es basa en generar cél-lules madures de qualitat i en quantitat suficient per
reemplacar les cél-lules destruides o no funcionals a causa d’'una malaltia. En el cas
de la diabetis, es treballa en la direccié de trobar noves fonts de cél-lules productores
d’insulina per restablir la massa de cél-lules B perdudes durant la diabetis. S’han
proposat diferents estrateégies en medicina regenerativa com la formacié de noves
cel-lules B per replicacié a partir de cél-lules 8 preexistents, la diferenciacio a partir de
cél-lules mare embrionaries, a partir de cel-lules troncals adultes, progenitors
pancreatics o no-pancreatics, de cél-lules troncals pluripotents induides (iPSC) o la
transdiferenciacio a partir d’altres tipus cel-lulars diferenciats, com les cél-lules ductals,

les cel-lules acinars o els hepatocits (Guo et al., 2009; Yechoor et al., 2010) (veure

figura 4).
in vivo in vitro
re-prograrm.,., . ES derivation
fcell Y )
P ]
pancreas _\/" . ;
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€ directed
| differentiation
14
p-cell é
exocrine i
- . cell s f \
injury an 7t expansion  h o - /
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FIGURA 4. Possibles fonts i estratégies per a generar noves cél-lules 8 (modificada de (Borowiak
et al., 2009a)).
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Una de les estratégies proposades per tal de generar noves cel-lules B és seguir
els passos que porten a la correcta formacié d’aquestes. Per una banda, hi ha grups
que s’han centrat en guiar el desenvolupament endocri mitjangant I'estudi de les vies
de senyalitzacié que participen en el procés. Per exemple, el grup de Baetge EE ha
generat un protocol que permet I‘'obtencié de cél-lules productores d’insulina a partir
de ceél-lules troncals embrionaries humanes (hESC), aixi com també cél-lules que
secreten glucagd, somatostatina, PP i grelina afegint diferents molécules de
senyalitzacié (D'Amour et al., 2006). Altres grups s’han centrat més en la utilitzacié de
diferents factors de transcripcié claus per a la formacié de cél-lules B per dirigir la
diferenciacioé de cél-lules pluripotencials (Yechoor et al., 2009), o la transdiferenciacié
a partir de cél-lules amb un llinatge diferent a la cél-lula B, com per exemple les
cél-lules exocrines del pancrees a les que se’ls afegeix una barreja de factors de
transcripcio concrets (Pdx1, Neurog3 i MafA) per al desenvolupament del llinatge
cel-lular B (Zhou et al., 2008), i que porta a la generacié de ceél-lules productores

d’insulina.

El que sembla una condicié imprescindible, per tal de poder generar noves cel-lules
B, és entendre i coneixer els mecanismes moleculars que controlen la progressié des
d’'una cél-lula no diferenciada fins a una cél-lula B adulta durant el desenvolupament
normal de l'organisme. La potencial aplicabilitat dels coneixements derivats de la
biologia del desenvolupament a protocols de medicina regenerativa ha suscitat
l'interés sobre I'organogenesi pancreatica d’investigadors dins del camp de la diabetis,
i més concretament, en el programa de diferenciacié endocrino-pancreatica durant

'embriogénesi.
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2. DESENVOLUPAMENT EMBRIONARI DEL PANCREES
ENDOCRI

2.1 MORFOGENESI PANCREATICA

L’'organogenesi pancreatica és un procés complex i coordinat (veure figura 5). El
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pancrees es forma a partir de la fulla embrionaria endodérmica, compartint origen
embrionari comu amb altres drgans com el fetge, lintesti o el pulmdé. L’especificaciéd
del pancrees s'inicia al tub digestiu rudimentari a 'estadi embrionari (€)8.5 en el ratoli.
Definim I'estadi €0.5 de desenvolupament com el moment en el que es detecta el tap
vaginal. En els estadis primerencs de desenvolupament pancreatic es poden observar
dues parts ben diferenciades: el primordi pancreatic dorsal que emergeix primer al
voltant de €9.5, i el primordi pancreatic ventral que és visible unes 12 hores després.
Aquestes dues estructures, en emergir de bandes oposades del tub digestiu
rudimentari, presenten diferéncies notables pel que fa a 'ambient que les envolta, les
caracteristiques espai-temporals, I'especificitat de les vies de senyalitzacié o els perfils
d’expressio genica que guien el seu desenvolupament (Habener et al., 2005). Més
endavant en el desenvolupament, cap a l'estadi e12.5, aquestes dues estructures

entren en contacte i s’acaben fusionant per a formar I'érgan adult.

<e8.5 Foregut endoderm —E——— Pancreas specification
Dorsal and ventral )
& Budding
€910 pancreatic buds ing
. +—_ Mesenchyme
Pancreatic
apithelium
Growth
i i
=eld  Differentiating Branching

Fusion of the two buds

epitheiium Endocrine/exocrine differentiation

e18.5  Fully developed
pancreas

Islet maturation
ouet Acquisition of glucose-induced

Pi1-21 insulin secretion

PP cells

FIGURA 5. Progressié del desenvolupament pancreatic en el ratoli (Gasa, 2005).
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A partir de I'estadi €10.5, comenca la rapida proliferacié de I'epiteli pancreatic que
es ramificara tot envaint el mesénquima que l'envolta. Aquestes primeres etapes

d’especificacio pancreatica es coneixen amb el nom de transicié primaria.

Al mateix temps que I'drgan creix, s’iniciara la diferenciacio dels diferents llinatges

cel-lulars pancreatics. Tot i que les primeres cel-lules que expressen glucagd ja es
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detecten a €9.5, i les que expressen insulina a e€10.5, la poblacié de cél-lules

Q1N

endocrines en general, i en especial les cél-lules B, no comenga a créixer
significativament fins I'estadi e13-e14. Aquest periode d’expansié endocrina basada
en la neoformacié de cel-lules endocrines a partir de progenitors pancreatics es coneix

amb el nom de transicié secundaria (Gasa, 2005). Es en aquest moment quan les

primeres cél-lules positives per somatostatina comencen a apareéixer, de la mateixa
manera que es comencen a formar els acinis primerencs que es diferenciaran en les

cél-lules exocrines del pancrees.

Fins aquest moment, les cél-lules endocrines estan dispersades en [I'epiteli
pancreatic, i no és fins l'estadi e16.5 que les cél-lules endocrines comencen a
organitzar-se formant estructures agrupades semblants als illots madurs. D’aqui en
endavant, s’establiran connexions entre les cél-lules endotelials i les cél-lules
endocrines que permetran l'angiogénesi en els illots, molt important per a la
funcionalitat dels illots adults. Aquests perd, no es formaran fins al final del
desenvolupament, patint reorganitzacions fins les 2-3 setmanes després del

naixement (transicid terciaria).

2.2 CONTROL TRANSCRIPCIONAL DEL DESENVOLUPAMENT
PANCREATIC

El programa de diferenciaci6 que permet la formacié d’'una cel-lula endocrina
madura a partir d’'una cél-lula precursora pluripotent, comprén una sequéncia
ordenada de canvis en els perfils d’expressié génica, que son regulats per factors de

transcripcio especifics (Jensen, 2004).
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FENOTIP PANCREATIC DELS MODELS
GEN ANUL-LATS DE RATOLI

Expressat al llarg de I'endoderm
pancreatic primerenc; restringit a les
cél-lules acinars i endocrines al final
de la gestacio; necessari per a la
funcionalitat de I'illot

Foxa2™": letal embrionari; abséncia de
I'endoderm de lintesti anterior.
Foxa3-Cre;  Foxa2"™:  hipoglicémia;
hipoglucagoneémia; pérdua de cél-lules a.
Ins-Cre; Foxa2™ hipoglicémia
hiperinsulineémic

Expressat en les cél-lules MPCs i es
restringeix a les cel-lules acinars i
ductals; és necessari per a la
diferenciacié endocrina

Hnf6™": hipoplasia del pancrees ventral i
dorsal que es manté en estadi post-natal,
per una expressié de Pdx1 retardada;
pérdua de progenitors endocrins Ngn3';
reducci6 en el nombre de cel-lules
endocrines

Endoderm de l'intesti anterior i mig, i
més endavant en primordis
pancreatics dorsal i ventral; es
restringeix a la céllula B. Es
necessari per al desenvolupament
del pancrees dorsal i la diferenciacio
final de la cél-lula B

Hixb9™": agénesi de pancrees dorsal;
reduccié en el nombre de cél-lules B en
pancrees ventral, que també té disminucié
de I'expressié de Glut2 i Nkx6.1; augment
de ceél-lules &

Expressat en les cel-lules MPCs;
necessari per al creixement dels
primordis pancreatics

Hnf18”": pancrees ventral indetectable;
pancrees dorsal aturada del creixement
2e10.5 i perdua cap a e13.5 degut a una
menor proliferacié

Expressat en el mesenquima dorsal
pancreatic i en cél-lules endocrines.
Necessari per al creixement de
I'epiteli pancreatic i per a la
diferenciacié6 endocrina. Necessari
per a la maduracid, proliferacio i
supervivéncia en la  transicié
secundaria

Isl1™": abséncia del mesénquima dorsal
pancreatic i diferenciaci6  exocrina
defectiva; aturada de la diferenciacio
exocrina degut a la seva funcié en les
céllules epitelials. Pdx1-Cre™; [si1™:
hiperglicémia; hipoplasia de ['illot; nombre
reduit de progenitors tardans Pax6’;
disminucié de proliferacié i increment de
l'apoptosi de ceél-lules endocrines;
maduraci6 de célllules endocrines
descompensada

Expressat en les ceél-lules MPCs i
després a les cél-lules B; necessari
per al creixement dels primordis
pancreatics

Pdx1”": agénesi de pancrees ventral;
pancrees dorsal aturada del creixement
2e10.5. Pdx1"": intolerancia a la glucosa,
GSIS alterat; augment de susceptibilitat a
apoptosi de cel-lula 8

Expressat en les cel-lules MPCs i
després a les célllules acinars;
promou el desti pancreatic ventral i
guia el programa acinar

Ptf1a™: agénesi de pancrees ventral (les
cel-lules adopten desti intestinal i CBD);
pancrees dorsal aturada del creixement
2e10.5; en pancrees dorsal, cél-lules
endocrines presents, perd pérdua de les
acinars

GEN INICI

Foxa2

aka <e5.5

Hnf36

Hnfé

aka <e9.0

Onecut1

Hb9 (del

gen <e8.0

HIxb9)

Hnf1B

aka Tcf2 <e85

aka

vHnf1

Isl1 <e9.0
e8.5—

Pax1 o875
e8.5—

Ptf1a 68.75

Hes1

Manté les cel-lules MPCs prevenint
la sortida de cicle i la diferenciacio
reprimint Ngn3 i p57, respectivament

Hes1™": hipoplasia de pancrees dorsal i
ventral degut a una reduccié del conjunt
de cél-lules MPCs per una diferenciacié
prematura; disgenesi acinar; pancrees
ectopic en I'estémac distal, duodé i CBD
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Pdx1-Cre®®”;  Sox9™:  hipoplasia de
pancrees dorsal i ventral degut a una
Expressat en les ceél-lules MPCs ; reduccié del conjunt de cél-lules MPCs;
necessari per al creixement dels increment de I'apoptosi, reducci6 de la
Sox9 =e9.0 . - P y ) o o
primordis pancreatics i la generacio proliferaci6 i diferenciaci6 prematura
de progenitors endocrins Ngn3* Pdx1-Cre®™”; Sox9™: hipoplasia de lillot
degut a una disminucié en el nombre de
cél-lules progenitores Ngn3*
. Nkx6.17": 85% de reduccié en el nombre
Expressat en les cellules MPCs, . N L
. : + . de cellules B; perdua addicional de
progenitors endocrins Ngn3', i _. g
després cél-lules B. Especificacio de ceI-IuIe_s/_ a °n . mutants _Nkx6.1";
Nkx6.1 <e9.0 . \ . Nkx6.27". Nkx6.17: expressié troncal
MPCs a través dun desti " S N
. : ectopica de Ptf1a i pérdua de cél-lules
endocri/ductal. Necessari per la +. . .
diferenciacio de la cél-lula B Ngn3; ~ambdos mes accentuats en
animals Nkx6.17"; Nkx6.2
Expressat en ceél-lules MPCs, i
Nkx6.2 <e10.5 d?spres a el55, nomes en algunes Nkx6.27": cap fenotip pancreatic obvi
cél-lules glucago i acinars.
Funcionalment equivalent a Nkx6.1
Marcador de ceéllula endocrina
progenitora, i després expressat en Ngn3'/': abséncia de totes les cél-lules
cél-lules de [lillot. Indueix a les pancreatiques endocrines i les
cél-lules d'una manera autdnoma enteroendocrines; dismorfogénesi acinar;
Ngn3  =<e9.5 . . - . - ; S
cap a llinatge endocri; necessari per Ins2-Cre; Ngn3™: hiperglicemia;
a la formacié de totes les cél-lules maduracio de la cel-lula B
endocrines. Manté¢ la  funci6 descompensada
endocrina
Expressat en prqgemtors endocrlps "Ja17" diferenciacié descompensada de
la1 aka en algunes cél-lules endocrines _, . . N
<e9.5 . ) ; céllues a i B, i de céllules
Insm1 diferenciades d’una manera Ngn3- .
enteroendocrines
dependent
R NeuroD1™™:  hipoplasia de [lillot i
Expressat en cel-lules en .~ . - . .
: N N . disgénesi, apoptosi endocrina i
diferenciacio i en cél-lules endocrines . s . . L,
; diferenciacio aberrant; diferenciacio
Neuro madures. ~ Necessari ~per una enteroendocrina interrompuda. RIP-Cre
D1 aka<e9.5 formacio normal de Tillot, i per a ERTy. puda. -,
, P . .~ (or Pdx1-Cre=""); NeuroD1"":
Beta2 'adquisicié i manteniment del fenotip hi licemia: insuli e
responedor a glucosa de les cel-lules iperglicemia, Insulina pa.ncrgatl__ca
disminuida (MRNA ins71  disminuit);
immaduresa de cél-lula B
Expressat en cel-lules MPCs, i
després en cél-lules o, B i PP. Nkx2.27: pérdua de céllula B, a i PP;
Nkx2.2 <e9.5 ) L. N
Necessari per al desenvolupament expansio de cél-lula «.
de cél-lules Bia
Expressat en progenitors endocrins, i
després es restringeix a cel-lules B i -~ oL -
Pax4 <e9.5 0; expressid dependent de Ngn3. Pax4 . perd‘ua de _ceI lules B i 3;
L o p expansio de cél-lules € i a
Promou l'assignacié a desti cel-lular
B
Expressat en céllules a i PP de
Arx <e95 Manera Ngn3-dependent; promou Arx”: pérdua de cél-lula a; expansié de

'adquisicié del desti cel-lular a i PP;
reprimeix el desti cel-lular B i &

cel-lules B i 0)

TAULA 2. Visié general d’alguns dels factors de transcripcié que governen el desenvolupament i
la formacié de les cel-lules B del pancrees, juntament amb els fenotips dels models genetics de
ratoli per aquests factors. MPC, multipotent progenitor cells (Adaptat de (Seymour et al., 2011)).
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En els ultims anys s’ha avangat molt en el coneixement dels factors de transcripcio
que intervenen en la correcta formacié del pancrees, gracies a la creacié de models
transgénics de ratoli per a diferents factors, que ha permés l'estudi dels canvis
fenotipics observats. Aquests factors de transcripcio, juntament amb els fenotips

observats en els models animals corresponents, es detallen a la taula 2.

Aquests factors de transcripcié pertanyen a diferents families i poden tenir una
funcio especifica en un moment concret del procés de formacié de I'drgan, o participar
en diferents moments de la cascada de diferenciacié endocrina i realitzar funcions
diverses. Aixo fa dificil fer una representacidé precisa i acurada de la cascada
transcripcional, perd tot i aixi, existeixen representacions simplificades per al procés
de formacio dels diferents llinatges cel-lulars en el pancrees, més estudiat en el cas de

les cél-lules B (veure figura 6).

Ventral Dorsal
endoderm endoderm
RA
(Wnt suppressed,
Shh suppressed) /

/ Foxat .
Foxa2 o Pancreatic
Gatad iy lineages
Gataé

prR Hnfé/0C-1
Ll ptfla Foxal, Foxa2
Hnf6/0C-1
Hixb9, Ptfla
Ventral Dorsal Acinar cell
Pancreatic progenitors  ptf1a, Rpbji
*
Pdx1, Ptfla
Hes1, Rbpj 3
Sox9, Cpal Pancreatic
\ duct
FGF10 Hnf6/0C-1
Isl1, Ngn3 J
NeuroD, Insm1
Endocrine progenitors Ghrelin
—

Mafa, Pdx1, Hixb9
Pax4, Paxé, Isl1
Nkx2.2, Nkx6.1

Nkx2.2 7

Pancreatic
Foxa2 polypep.
Nkx2.2 Pax4,

Beta Pax8, Arx Pax6 k.
(insulin)
Alpha Somatostatin
(glucagon) O

FIGURA 6. Cascada de factors de transcripcié6 que participen en I’organogénesi
pancreatica del ratoli (Zaret et al., 2008).
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2.21 FACTORS DE TRANSCRIPCIO EXPRESSATS EN ELS PROGENITORS
PANCREATICS PRIMERENCS

Hi ha una série de factors que inicien el patré d’expressié génica que portaran a la

formacié de la regié pre-pancreatica i posteriorment a [l'aparicid dels primordis

pancreatics. Dins d’aquest grup de factors tenim gens que pertanyen a la familia dels

HNF3/forkhead, factors amb homeodominis, com Pdx1, Ptf1a i HB9, o el factor Sox9

de la familia dels factors HMG-box.

2.2.1.1. Pdx1

El factor Pdx1 (Pancreatic and duodenal homeobox 1) també és conegut com Ipf1
(Insulin promoter factor 1) o Idx1 (Islet/duodenum homeobox 1). Pertany a la familia de
factors transcripcionals amb homeodominis. La expressié de Pdx1 es comenca a
detectar a partir de I'estadi €9.5 i tots els progenitors pancreatics que expressen Pdx1
esdevindran cél-lules pancreatiques. Pdx1 és un gen imprescindible, ja que la
disrupcioé d’aquest gen en ratoli dona com a resultat la agenesi pancreatica (Jonsson
et al.,, 1994). Més tard, un altre estudi va certificar que aquests animals deficients en
Pdx1, només desenvolupen un primordi pancreatic dorsal rudimentari, capa¢ de
formar algunes cel-lules productores d’insulina i glucagd que no s’expandeixen
(Ahlgren et al., 1996). En humans, s’ha descrit en un individu, una mutacié en el gen
PDX1/IPF1 que es tradueix en agénesi pancreatica similar a la observada en ratoli
(Stoffers et al., 1997).

L’expressido de Pdx1 varia durant el desenvolupament, mentre que durant les
primeres etapes és expressat per totes les cél-lules epitelials no diferenciades, cap a
l'estadi €13 la seva expressié queda restringida a les futures cél-lules endocrines,
principalment les cél-lules B, sense desapareixer del tot en les cél-lules exocrines i

ductals.

Més enlla del desenvolupament, Pdx1 és necessari per al correcte funcionament de
les cél-lules B diferenciades. Inicialment, es va identificar com un activador
transcripcional del gen de la insulina (Ohlsson et al., 1993) i la somatostatina (Miller et
al., 1994), i més tard es va veure que també participava en la expressié génica d’altres
gens especifics de lillot (Waeber et al., 1996; Watada et al., 1996a; Watada et al.,
1996b; Macfarlane et al., 2000). De fet, la mutacié en el gen de Pdx7 en humans déna

com a resultat I'aparicio del tipus de diabetis MODY4 (apartat 1.2.1.3).
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2.2.1.2. Ptfla

Ptf1a (pancreas-specific transcription factor 1) també es coneix com p48, i forma
part de la familia dels factors de transcripci6 bHLH (basic Helix-Loop-Helix). Aquest
factor té un paper molt important en els primers estadis d’especificacié pancreatica,

juntament amb Pdx1 (Burlison et al., 2008).

Ptf1a es comenca a expressar immediatament després de Pdx1 a I'estadi €9.5 en
tots els progenitors pancreatics, perd al llarg del desenvolupament el patrd d’expressié
varia. Mentre que I'expressié continua en les cél-lules epitelials no diferenciades i en
les cél-lules acinars, la seva expressié disminueix en les cél-lules endocrines. De fet,
en els primers progenitors endocrins, els nivells d’expressié de Ptf1a s6n molt baixos
(revisat en (Gittes, 2009)).

De la mateixa manera que passa amb els animals deficients en Pdx1, els animals
Ptf1a™ desenvolupen un primordi pancreatic dorsal rudimentari, i en aquest cas, també
un de ventral. També s’ha descrit en humans, que I'abséncia de PTF1A déna com a
resultat la no formacié de pancrees (Sellick et al., 2004). Per altra banda, els animals
deficients en Ptf1a corroboren que aquest gen és determinant per a la diferenciacié del
linatge exocri, tal i com s’explicara a I'apartat 2.2.2.2, ja que aquests no presenten ni
acinis ni ductes, perd si que desenvolupen algunes cél-lules endocrines que migren

cap a la melsa (Krapp et al., 1998).

Mentre que el paper que té Ptf1a en el desenvolupament exocri és clar, en el cas
de I'endocri no ho és tant. De fet, Ptf1a interacciona durant el desenvolupament amb
un seguit de gens de la via intracel-lular de Notch, que regulen gens acinars
especifics, en detriment del compartiment endocri, tal i com esta explicat en I'apartat
2.3.

2.2.1.3. HIxb9

Hixb9 és un factor de transcripcid6 homeodomini que s’expressa en les cél-lules
adultes. Tot i que trobem expressioé d’aquest factor en els dos primordis pancreatics a
€10.5, aquest factor sembla tenir més rellevancia al pancrees dorsal, on precedeix
'expressié de Pdx1 (revisat a (Gasa, 2005)). Els animals deficients en HIxb9 no

presenten formacié del primordi dorsal, amb un fenotip més sever que no pas els
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animals Pdx1”, mentre que el pancrees ventral es desenvolupa de manera normal
(Harrison et al., 1999; Li et al., 1999).

2.2.1.4. Sox9
Sox9 també és un factor de transcripcid pancreatic primerenc i és essencial per a la
correcta expansido del pancrees. Sox9 es va identificar com un marcador de

progenitors pancreatics pluripotents i la seva expressié colocalitza amb Pdx1 en
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estadis primerencs de formacié pancreatica (Seymour et al., 2007). En estadis post-

natals, I'expressié de Sox9 es veu restringida a les cél-lules ductals.

Els animals deficients en Sox9 especifics per a pancrees moren als pocs dies de
néixer, i presenten una reduccié en la mida del pancrees que ja és evident a estadi
e11.5, afectant tant el pancrees dorsal com el ventral. Aquest fet que indica que Sox9
€s necessari per a l'expansié de la massa pancreatica abans del procés de
diferenciacio (Seymour et al., 2007). Els animals Sox9™ presenten una disminucié en
I'expressio del factor de transcripcio de la via Notch, Hes1, el que estaria indicant una
possible connexié entre el factor de transcripcid Sox9 i la via de senyalitzacié Notch

durant 'organogénesi pancreatica.

2.2.2 FACTORS DE TRANSCRIPCIO IMPLICATS EN LA DETERMINACIO DEL
DESTI ENDOCRI VERSUS EXOCRI: LA FAMILIA DELS FACTORS DE
TRANSCRIPCIO bHLH

La decisié de desti endocri o exocri en el pancrees és un procés governat per la

participacio de diferents factors de transcripcié de la familia dels bHLH (basic hleix-
loop-helix). Els bHLH formen part d’'una superfamilia de reguladors transcripcionals
que es troben en gran diversitat d’'organismes, des del llevat fins als humans, i
participen en multiples processos de desenvolupament critics. Tenen un domini basic
d’'unié al DNA seguit d’'una estructura helix-loop-hélix que és el que els permet hetero
0 homodimeritzar amb altres bHLH. Els dimers de bHLH s’uneixen a una sequéncia
nucleotidica coneguda com a caixa E (CANNTG) en els promotors dels seus gens
diana. El domini bHLH va ser identificat per primera vegada en dos factors de
transcripcié de ratoli, E47 i E12 (Murre et al., 1989), perd seguidament es van

identificar un seguit de proteines que compartien aquest domini, fet que va propiciar-
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ne la classificacié. Segons aquesta caracteristica, la gran familia de factors bHLH esta
subdividida en quatre classes diferents (classe A, B, C i D). Dins de la classe A trobem
proteines bHLH d’expressié ubiqua, com les proteines E, E47 i E12 que tenen la
capacitat tant de dimeritzar amb ells mateixos com de fer-ho amb altres membres de
la familia, i proteines bHLH d’expressié tissular-especifica, com per exemple Neurog3,
NeuroD, MyoD, myogenin o membres de la familia Atonal. Aquests ultims, amb
algunes excepcions, no poden dimeritzar entre ells, i tenen preferéncia per fer-ho amb
les proteines E (Massari et al., 2000; Jones, 2004; Stevens et al., 2008).

En molts sentits, el procés de determinacié endocrina del pancrees imita el procés
pel qual es diferencien les neurones en el neuroectoderm en diferenciacié. En un
mateix escenari on totes les cél-lules sén idéntiques, les primeres que inicien el
programa de diferenciacié neuronal inhibeixen aquest mateix procés a les cél-lules
veines, fent que aquestes romanguin com a cél-lules precursores, o que adoptin un
desti cel-lular diferent. Aquest sistema en concret es basa en I'activacié de la cascada
de senyalitzacié Notch i el concepte es coneix com a inhibicio lateral (Lewis, 1998)
(Veure figura 7).

Precursor exocri Precursor endocri Precursor exocri
(p48) (Neurogenina3) (p48)

Epiteli
pancreatic

Neurogenina —> Delta ~_| Delta < Neurogenina
Hes-1 «— Notch Notch — ag g l
NeuroD NeuroD
\ (Diferenciacio terminal) f \ (Diferenciacié terminal)
N N
Cél-lula en diferenciacié Cél-lula inhibida

FIGURA 7. Representaciéo del procés d’inhibicio lateral que té lloc en el procés de
diferenciacio, mediat per la cascada de senyalitzaciéo Notch.
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En el pancrees, és el factor bHLH Hes1, I'efector de la cascada Notch, qui
reprimeix I'expressioé del factor de transcripcié bHLH pro-endocri Neurog3, restringint
aixi el nombre de cél-lules endocrines madures (Apelqvist et al., 1999). A les cél-lules
on Neurog3 és reprimida per Hes1, sera necessaria I'activaciéo d’'uns altres factors
bHLH, Ptf1a i Mist1, perqué s’esdevingui correctament l'activacié del programa
transcripcional exocri. En els animals deficients per Hes1 s’observa una hipoplasia
severa del pancrees i una expansié de la massa endocrina deguda a una expressio
ectopica i primerenca de Neurog3 a tot I'epiteli pancreatic (Jensen et al., 2000). Per
altra banda, I'expressid ectopica de Neurog3 porta a una disminucié de la massa

endocrina del pancrees.

2.2.2.1. Neurogenina 3 (Neurog3): gen bHLH pro-endocri

Neurog3/Atonal homolog5 (Neurog3) és el gen pro-endocri per excel-léncia. Les
neurogenines, que es relacionen amb el gen Afonal de Drosophila, participen en els
processos de diferenciacid neuronal i els de diferenciacié endocrina del tracte
gastrointestinal (Gradwohl et al., 2000; Jenny et al., 2002). Neurog3 pertany a la
familia dels factors de transcripcié bHLH (apartat 2.2.2) i actua en els progenitors
endocrins com a interruptor génic iniciant la cascada transcripcional de gens que sén
necessaris per a (i) I'especificacio dels diferents subtipus endocrins, (ii) el procés de
diferenciacié endocrina i/o (iii) posteriorment per al manteniment del fenotip endocri

madur.

En el pancrees, Neurog3 és essencial per a la correcta formacié de les cél-lules de
lillot, fet que es corrobora en els animals deficients en Neurog3 els quals no
desenvolupen el compartiment endocri del pancrees i moren de diabetis pocs dies
després del naixement (Gradwohl et al., 2000). Estudis de seguiment de llinatge
verifiquen que totes les cél-lules que sén Neurog3® formaran posteriorment les
cél-lules de lillot, per tant, Neurog3 és un bon marcador de precursors endocrins del

pancrees.

D’altra banda, I'expressio ectopica de Neurog3 en els progenitors pancreatics dona
lloc a una diferenciacié prematura i exclusiva de cél-lules endocrines. Aquest fet, posa
de manifest la importancia d’'una regulacié molt precisa en I'expressio espai-temporal
de Neurog3 per a la correcta formacié del compartiment endocri (Johansson et al.,
2007).
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¢ Neurog3: promotor de la diferenciacié endocrina

Neurog3 presenta una expressio transitoria al llarg del desenvolupament
pancreatic, quedant exclosa de les cél-lules endocrines diferenciades. L’expressioé de
Neurog3 presenta dues onades, una inicial que comenga a les poques hores del inici
de l'organogénesi pancreatica a l'estadi €8.5-9, present en un nombre reduit de
ceél-lules progenitores. Aquesta primera onada permet la generacié de les primeres
cél-lules glucago positives. L’expressié de Neurog3 disminueix per tornar a augmentar
en una segona onada, que és quan apareixen les primeres cél-lules positives per
insulina, adquirint el pic maxim d’expressio a I'estadi e15.5, coincidint amb el maxim
d’expansié endocrina del pancrees. A partir d'aquest moment, I'expressié de Neurog3
comencga a disminuir fins a nivells practicament indetectables en I'adult (Schwitzgebel

et al., 2000) (veure figura 8).

Per tant, durant I'organogénesi pancreatica es poden observar cél-lules que
expressen Neurog3 a nivells elevats i cél-lules que I'expressen a nivells més baixos.
S’ha demostrat que nivells baixos d’expressi6 de Neurog3 no permeten una
diferenciacié endocrina completa i portaran a un canvi de desti cap a llinatge exocri,

reduint la massa cel-lular endocrina (Wang et al., 2010).

8 Transicié primaria Transicio secundaria Transicio terciaria
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FIGURA 8. Representacié de les tres transicions i I'expressié6 de Neurogenina3 durant el
desenvolupament del pancrees en ratoli. (Adaptat de (Rukstalis et al., 2009))
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L’expressio de Neurog3 en pancrees post-natal ha estat objecte de controvérsia.
Per una banda, els primers estudis van postular que I'expressié de Neurog3 en
pancrees adult era practicament indetectable (Gradwohl et al., 2000) (Schwitzgebel et
al., 2000), perd per altra banda publicacions més recents defensen que Neurog3 es
continuaria expressant en lillot adult, si bé a nivells més baixos que durant el
desenvolupament embrionari (Gu et al., 2002; Wang et al., 2009). Wang i els seus
col-laboradors defensen que la presencia de Neurog3 en I'adult és essencial per a la
correcta funcié pancreatica, ja que bloquejant I'expressié de Neurog3 a les cél-lules
s’observa una disminucié en I'expressié de proteines essencials per a la funcio

cel-lular, com MafA, Pax4, NeuroD1 o la propia insulina (Wang et al., 2009).

e Neurog3 i la regeneracio pancreatica

Un aspecte dinterés en el camp de la medicina regenerativa és la possible
participacié de Neurog3 en el manteniment i la regeneracié de la massa cel-lular 3 en

el pancrees post-natal.

Els estudis realitzats fins al moment arriben a conclusions dispars, possiblement
com a consequéncia de diferéncies intrinseques dels models experimentals de
regeneracio pancreatica que s’han utilitzat. Per una banda, hi ha diversos treballs que
postulen que, després de la pérdua massiva de massa cel-lular  com a conseqléncia
d’'una pancreatectomia parcial, les noves cél-lules B que es formen ho fan per
replicacié a partir de cél-lules B pre-existents (Dor et al., 2004; Lee et al., 2006). En
aquests casos, no es recapitularia el procés de neogénesi a partir de progenitors que
té lloc durant el desenvolupament embrionari. No obstant, cal dir que també hi ha
algun estudi en el que es detecta I'expressio de Neurog3 en pancrees adult (Joglekar

et al., 2007) després d’'una pancreatectomia parcial.

Xu i els seus colllaboradors (Xu et al.,, 2008) utilitzen un model animal de
regeneracio pancreatica diferent dels anteriors, basat en una lligacié parcial del ducte
(PDL, pancreatic duct ligation). Amb aquest model observen un augment en el
contingut total d’insulina aixi com de la massa cel-lular B després del dany pancreatic,
que ve acompanyat d’'un augment significatiu en els nivells del mMRNA de Neurog3.
Amb aquesta aproximacié experimental demostren [Iexisténcia de neogénesi

dependent de Neurog3.
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e Neurog3: promotor de la formacié de cél-lules endocrines

Diversos estudis in vivo i in vitro demostren que Neurog3 és un gen pro-endocri
capag de promoure per si mateix el desti endocri en contextos cel-lulars adequats. Per
exemple, la introduccié ectopica de Neurog3 en cultius primaris de cél-lules ductals
pancreatiques humanes (Heremans et al., 2002) o en cél-lules ductals (MPAC) de
ratoli (Gasa, Mrejen et al. 2004), inicia la cascada de diferenciacié endocrina. Utilitzant
aquest model de diferenciacié endocrina (veure figura 9), Gasa i els seus
col-laboradors demostren com Neurog3 és suficient per a iniciar el programa
transcripcional endocri activant tant factors primerencs de la cascada transcripcional
endocrina, aixi com gens caracteristics de cél-lules endocrines diferenciades. En
aquesta tesi s’ha emprat aquest model per a estudiar el paper de Neurog3 en el

procés de diferenciacié endocrina del pancrees.

Perd Neurog3 no només és capag de promoure el desti endocri in vitro, siné que
també és una eina potent per tal de promoure la transdiferenciacié de llinatges no-
endocrins a endocrins in situ en l'organisme. En aquest sentit, s’ha demostrat que
Neurog3, combinat amb altres factors de transcripcié (MafA i Pdx1), és capac de dirigir
la transdiferenciacié de les cél-lules acinars cap a cel-lules productores d’insulina
(Zhou et al., 2008). Per altra banda, Neurog3 també guia la transdeterminacié de les
cél-lules ovals del fetge cap a cel-lules B (Zhu et al.,, 2009). Totes aquestes
aproximacions indiquen que Neurog3 és un bon candidat per a la formacié de noves

cél-lules endocrines en medicina regenerativa.
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FIGURA 9. Neurog3 inicia el programa transcripcional endocri en les cél-lules ductals de ratoli.
(Gasa et al., 2004)

2.2.2.2. Pancreas- specific transcription factor 1 (Ptfla): gen bHLH pro-exocri

L'expressio primerenca de Ptfla esta lligada a l'establiment de progenitors
pancreatics, com ja ha estat exposat amb anterioritat, perd més enlla en el temps té un
paper lligat a la diferenciacioé exocrina. Aquestes funcions s’associen a la formacié de
dos complexes PTF1 diferents que estan formats per tres proteines d’unié al DNA: el
mateix Ptf1a, una proteina E ubiqua i l'alternanca entre el supressor de Hairless,
Rbpjk, en etapes inicials del desenvolupament, i el factor Rbpjl, que és independent de

la via Notch, en etapes més tardanes (revisat a(Gasa et al., 2010)).

A l'estadi e12, Ptf1a s’expressa encara en una poblacié de cél-lules progenitores
que donara lloc a les cél-lules dels tres llinatges del pancrees (endocri, acinar i ductal),
que estan marcades alhora per Pdx1, Ptf1a, cMyc i Cpa1. A partir de I'estadi €13.5, no
obstant, I'expressié de Ptf1a disminueix en els progenitors endocrins i ductals, i
comenga a acumular-se al nucli de les cel-lules acinars, i el complex PTF1 comenga a
canviar el factor embrionari Rbpjk, pel factor Rbpjl. Aquesta forma final del complex és

I'inica que s’uneix als promotors dels gens acinars especifics de I'adult.
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2.2.3 FACTORS DE TRANSCRIPCIO QUE PARTICIPEN EN LA DIFERENCIACIO
ENDOCRINA I DETERMINACIO DELS DIFERENTS SUBTIPUS CEL-LULARS

ENDOCRINS. DIANES GENIQUES DE NEUROG3.

Un cop Neurog3 s’ha expressat en el progenitor pancreatic, aquella cél-lula inicia el
programa de diferenciacié endocrina, perd hi ha d’haver altres factors que duguin a
terme aquest programa, ja que I'expressié elevada de Neurog3 és transitoria, i que
determinin quin tipus cel-lular endocri, dels quatre existents en I'adult, s’ha de formar.
Es dificil saber com es determina I'especificacié dels diferents llinatges endocrins, ja
que no se sap en quin moment es produeix. El que s’ha proposat és que el desti
cel-lular concret s’estableix abans que els gens que codifiquen per les hormones

pancreatiques s’activin.

S’han identificat un seguit de factors de transcripcioé que s’expressen selectivament
en el compartiment endocri durant el desenvolupament del pancrees i que poden tenir
un paper fonamental, tant en la progressié del programa de diferenciacié endocrina,
com en I'eleccié del subtipus cel-lular endocri concret. La majoria d’ells s’han postulat
com a possibles dianes directes de Neurog3. D’'una banda, s’han identificat una série
de factors, I'eliminacié dels quals provoca la pérdua general de ceél-lules endocrines,
pel qual es considera que formarien part d’'un programa transcripcional endocri
principal (NeuroD1, Insm1, Isl1). Per altra banda, n’hi ha d’altres la pérdua dels quals
afecta a determinats subtipus endocrins, pel que podrien ser claus en l'eleccié del
desti endocri concret. Tots ells contenen homeodominis i es co-expressen amb
Neurog3, bé a l'inici o bé al final de la cascada de diferenciacié endocrina (Pax4, Arx,
Nkx2.2 i Nkx6.1). Finalment, hi ha un altre grup de factors transcripcionals que seran
importants pel manteniment del fenotip endocri madur (Pax6, Isl1, Brn4, HIxb9 i Pdx1).

Alguns d’aquests gens seran introduits en els seguents apartats.

2.2.3.1. NeuroD/BETA2

NeuroD1 forma part de la familia de factors bHLH proneurals neurogenina/NeuroD.
Ha estat descrit com una diana de Neurog3 per diferents observacions; per una banda
Neurog3 s’uneix al promotor de NeuroD1 i I'activa, i per l'altra banda, els animals
deficients en Neurog3 no expressen NeuroD1, quelcom que no passa en la situacié
inversa (Huang et al., 2000). De fet, NeuroD1 comparteix amb Neurog3 I'habilitat de

funcionar com un gen pro-endocri quan s’expressa de manera ectopica en determinats
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contexts cel-lulars (Schwitzgebel et al., 2000; Gasa et al., 2004). EI model vigent
estableix que Neurog3 activa NeuroD1 i aquest s’encarregaria de continuar amb el

programa de diferenciacié endocrina.

Els animals NeuroD1"~ demostren que aquest factor t& un paper important en la
diferenciacio terminal del compartiment endocri i en la supervivéncia de les cél-lules
endocrines durant 'embriogénesi. Els animals deficients en NeuroD1 moren durant la
primera setmana de vida d’hiperglucémia severa. L’estudi del fenotip pancreatic
d’aquests animals revela anormalitats en els illots, en els quals s’observa una
disminucié drastica de la poblacié de cél-lules B, i una disminucié més lleugera dels

altres tipus cel-lulars endocrins (Naya et al., 1997).

Durant el desenvolupament pancreatic, NeuroD1 s’expressa poc després que
s’inicii I'expressio de Neurog3, pero a diferéncia d’aquesta ultima, la seva expressié
perdura en les cél-lules de l'illot. De fet, regula I'expressié d’'un seguit de gens propis

de la cél-lula B, entre ells, la insulina (Glick et al., 2000).

2.2.3.2. Mathé6

Mouse atonal homolog 6/Atonal homolog 8 (Math6) va ser identificat pel nostre
grup, i per altres, com a possible diana de Neurog3 utilitzant microarrays d’expressio
globals del genoma de cél-lules ductals pancreatiques i cél-lules mare, respectivament
(Gasa et al., 2008; Serafimidis et al., 2008).

Math6 pertany a la familia de factors de transcripcié dels bHLH, igual que les
neurogenines, amb els quals manté un 43-57% d’identitat amb altres membres de la
familia en el domini bHLH. Perd a diferencia dels factors de transcripcié bHLH, que
durant el desenvolupament tenen una expressio tissular restringida, Math6 s’expressa
en una gran varietat de teixits en I'embri6. Els animals deficients en Math6 moren en
etapes inicials del desenvolupament (Lynn et al., 2008), el que ens indica que Math6
té una funcid6 essencial durant el desenvolupament de I'embri6 en etapes
primerenques. Perd Math6 també participa més endavant en el desenvolupament, en
processos de diferenciacié. La participacié de Math6 s’ha descrit en diferenciacio
neuronal en retina (Inoue et al., 2001; Kubo et al., 2010; Yao et al., 2010), en ronyo
(Ross et al., 2006), en muscul esquelétic (Yao et al., 2010) i en pancrees (Lynn et al.,

2008). Per tant, Math6 participa en el procés de diferenciacié de diferents organs, i de



Introduccié

fet, altres factors bHLH especifics de teixit, tenen la capacitat de regular I'expressié de
Math6 in vitro (Lynn et al., 2008; Pujadas et al., 2011).

E15.5 E17.5

pancreas

S

c c
% : ¢
] g ]
< S =
= 7] =
— — —

FIGURA 10. Expressio del mRNA de Math6 en diferents teixits de ratoli en etapa embrionaria (Lynn et
al., 2008).

L’amplia expressié que Math6 exhibeix durant el desenvolupament, disminueix o es
veu restringida en unes cél-lules determinades un cop s’ha acabat el procés de

diferenciacio del teixit.

Pel que fa al pancrees, trobem expressié de Math6 tan en el llinatge endocri com
en I'exocri durant el periode de diferenciacio, pero la seva expressioé disminueix fins a
nivells practicament indetectables a I'adult. De fet, Math6 és diana tant de Neurog3
com de Ptfla (Lynn et al., 2008; Pujadas et al., 2011), el que explicaria la seva
preséncia en els dos compartiments pancreatics. En base a estudis en models
cel-lulars, Math6 podria tenir un paper regulador de [lactivitat pro-endocrina de
Neurog3 contrarestant els efectes inductors de Neurog3 sobre gens pro-endocrins in
vitro (Lynn et al., 2008). Pero el paper que desenvolupa Math6 durant el procés de
diferenciacio endocrina del pancrees in vivo no es coneix i és objecte d’estudi en el

nostre grup.

2.2.3.3. Pax4iArx

Pax4 s’expressa tan en sistema nerviés central com en pancrees. Els models
animals especifics per aquest factor, demostren que és essencial pel correcte
desenvolupament del compartiment endocri pancreatic. Els animals deficients en Pax4
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no generen ceél-lules B ni cel-lules o, i les cél-lules a sé6n més abundants, pero estan
mal organitzades. Aixd es tradueix en un fenotip diabétic que els causa la mort als

pocs dies de néixer (Sosa-Pineda et al., 1997).

L'expressio de Pax4 va lligada a I'expressié de Neurog3, ja que també s’expressa
de manera transitoria i presenta un pic d’expressié a €15, per després disminuir fins a
nivells practicament indetectables en I'adult (Smith et al., 1999). El promotor de Pax4
presenta llocs d'unid per a Neurog3, indicant-lo com a possible diana directa de
Neurog3 (Smith et al., 2000; Smith et al., 2003). A més, els animals Neurog3"' no
expressen Pax4 (Gradwohl et al., 2000).

S’ha proposat que Pax4 pugui tenir la funcié de suprimir la diferenciacié dels
progenitors Neurog3™ cap a llinatge a, reprimint gens propis de la diferenciacié a, com
per exemple Arx, i de fet, Pax4 inhibeix directament I'expressié de Arx (Collombat et
al., 2003). El fet que els animals Pax4” presentin aquesta expansio de les cél-lules q,
en detriment de les poblacions cel-lulars B i &, reflecteix que Pax4 actuaria com un
repressor transcripcional competint amb Arx. Arx esta per sota de Neurog3 en la
cascada transcripcional endocrina, ja que els animals Neurog3'/' no presenten
expressio d’aquest factor. Arx clarament participa en la diferenciacié del llinatge q, ja
que els animals deficients per aquest factor no presenten aquest tipus cel-lular
(Collombat et al., 2003). Contrariament, la sobreexpressié de Arx en progenitors
pancreatics Pdx1” resulta en la transformacié de moltes cél-lules precursores B i & cap
als llinatges a i PP (Collombat et al., 2007), donant suport a la idea d’aquests efectes
contraposats entre Pax4 i Arx en la determinacié dels llinatges endocrins (veure figura
11).

Pax6 comenca a expressar-se en els progenitors pancreatics en paral-lel amb I'inici
d’expressio de les hormones. A diferéncia de Pax4, I'expressio de Pax6 perdura en
totes les cél-lules de Tillot durant el desenvolupament i també en I'etapa adulta. La
inactivacié condicional de Pax6 en el pancrees endocri dona com a resultat la mort
prematura per diabetis d’aquests animals, indicant que aquest factor té un paper

essencial en mantenir la funcié de les cél-lules B adultes (Ashery-Padan et al., 2004).
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FIGURA 11. Els factors de transcripcié6 Pax4 i Arx competeixen per a la determinacié del desti
cel-lular entre els llinatges a/PP o B/d (Gittes, 2009).

2.2.3.4. Factors de transcripcié NK: Nkx2.2 i Nkx6 (Nkx6.1 i Nkx6.2)
Els factors homeobox NK, Nkx2.2 i Nkx6, son essencials per dirigir els progenitors

endocrins cap al llinatge f3.

Nkx2.2 comenca a expressar-se en I'epiteli pancreatic una mica més tard que Pdx1
fins a I'estadi e13, on la seva expressié queda restringida a les cél-lules Neurog3™.
Trobem expressiéo de Nkx2.2 a les cel-lules a, B i PP diferenciades. El promotor de
Nkx2.2 conté caixes E, suggerint que podria ser regulat per factors pro-endocrins de la
familia bHLH. De fet, la sobreexpressié de Neurog3 i NeuroD1 en ceél-lules ductals de

ratoli indueix I'expressié de Nkx2.2 (Gasa et al., 2004).

Els animals deficients en Nkx2.2 moren de diabetis després del naixement. Aquests
no desenvolupen ceél-lules B, i presenten un nombre reduit de cél-lules a i PP (Sussel
et al., 1998), i com a resposta s’observa un increment en la poblacié de cél-lules ¢,
positives per grelina, que conformaran l'illot d’aquests animals (Prado et al., 2004). A
més, els illots d’aquests animals tenen una poblacié de cél-lules que expressen alguns
marcadors de cél-lula B, com Pdx1 i IAPP, perd no pas tots. Aixd fa pensar que en
aquests animals es déna l'especificacio de la cel-lula B perd aquestes cél-lules no

completen la seva diferenciacio.
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Els factors Nkx6 (Nkx6.1 i Nkx6.2) tenen patrons d’expressié que difereixen durant
en desenvolupament (Henseleit et al., 2005). La co-expressio dels dos, només es
detecta en les primeres etapes d’especificacié pancreatica, quan tenim expressié de
Pdx1 en els progenitors pancreatics, a I'estadi €10.5. Després I'expressié de Nkx6.2
disminueix i en I'estadi €15.5 només es detecta en un petit nombre de cél-lules que
expressen glucago i en cél-lules exocrines. Per contra, Nkx6.1 té un patré d’expressio
semblant a Nkx2.2, amb la diferéncia que, en I'adult, només el trobem a les cel-lules {.
Mentre que els animals Nkx6.2" no presenten cap fenotip pancreatic, els animals
Nkx6.1" presenten una reduccié drastica en el nombre de cél-lules B. De fet, aquesta
reduccid de I'expansié de la poblacié cel-lular B es detecta per primera vegada durant
la transicié secundaria, perqué abans d’aquesta, els animals control i els mutants no
presenten diferéncies, perd en el naixement, la reduccié en el nombre de cél-lules B
arriba al 95% (Sander et al., 2000). Els animals doble mutants Nkx6.1/Nkx6.2
presenten una reduccid severa en el nombre de cél-lules a, el que demostra una
funcié redundant dels factors Nkx6, indicant que Nkx6.1 pot tenir una funcié més

general que no Unicament exclusiva del llinatge B (Henseleit et al., 2005).

Per altra banda, els illots dels animals Nkx6.17" no presenten alteracions en
l'expressié de Nkx2.2, cosa que si passa a la inversa, portant a concloure que Nkx6.1
esta per sota de Nkx2.2 en la cascada transcripcional endocrina. Els animals doble
mutants per Nkx2.2 i Nkx6.1 presenten un fenotip molt similar als animals Nkx2.2"

simples (Sander et al., 2000).

Tot i que s’ha proposat que els factors Nkx, de la mateixa manera que NeuroD1 o
Pax4, actuen per sota de I'accié de Neurog3, ja que els mutants per aquests factors
presenten alteracions en llinatges concrets, estudis recents proposen que, el correcte
desenvolupament del llinatge cel-lular B necessita de l'activaci6 de Nkx6 en els
progenitors Pdx1" abans que aparegui Neurog3 (Nelson et al., 2007). Per altra banda,
els factors transcripcionals Nkx6 semblen jugar un paper important en I'eleccié del
desti cel-lular endocri, ja que s’ha proposat que la interaccié de repressié entre els
factors Nkx6 i Ptf1a governa la decisié entre llinatge pancreatic endocri i exocri,

respectivament (Schaffer et al., 2010).
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2.3 VIES DE SENYALITZACIO IMPLICADES EN EL
DESENVOLUPAMENT DEL PANCREES

Juntament amb I'establiment de les xarxes transcripcionals descrites en els
apartats anteriors, I'activacio i/o repressié de certes vies de senyalitzacio intracel-lulars
sén necessaries per al correcte desenvolupament del pancrees, tant en etapes
primerenques de formacié de I'd0rgan, com també més tard en el procés de
diferenciacié dels diferents tipus cel-lulars. Entre aquestes vies trobem la via de
senyalitzaci6 Hedgehog (Hh), la via del factor de creixement fibroblastic (Fibroblast
Growth Factor, Fgf), la via Notch, la via Wingless (Wnt) i la via del factor de creixement
transformant beta (Transforming Growth Factor beta, TGF-B) (revisat a (Guo and
Hebrok, 2009) i (Oliver-Krasinski et al., 2008)). Tot i que s’esta avangant molt en el
camp, encara se sap molt poc sobre com les diferents vies de senyalitzacié
interactuen entre elles mateixes o amb les cascades transcripcionals durant el

desenvolupament pancreatic.

A part dels senyals intrinsecs, ja fa temps que es va postular que els senyals
procedents del mesénquima son també essencials per al creixement i la diferenciacio
de I'epiteli pancreatic, establint aixi una interaccioé epiteli-mesenquimal (Golosow et al.,
1962), (revisat a (Seymour and Sander, 2011)). Recentment, amb I'ajuda dels models
animals, s’han comengat a caracteritzar aquests senyals provinents del mesénquima
que agrupen tant factors de transcripcid, com molécules de senyalitzacié, com per

exemple el treball recent del grup de Hebrok (Landsman et al., 2011).

Els canvis en I'expressié temporal i espaial de la via de senyalitzacié Hh regulen
diferents aspectes de la formacié del pancrees inicial i del compartiment endocri en
concret. Se sap que I'expressio de la via Hh en etapes inicials del desenvolupament
pancreatic, inhibeix la formaci6 de I'érgan i I'expressié primerenca de Pdx1 (Kim et al.,
1998; Hebrok et al., 2000). Per altra banda, la via de senyalitzacié6 Hh podria estar
regulant la grandaria del pancrees i de la massa endocrina. Hi ha estudis que
suggereixen que, la via Hh podria estar regulant el nombre de progenitors pancreatics
a través de la supervivéncia, proliferacio i estat de diferenciacié d’aquestes cél-lules
(revisat a (Oliver-Krasinski and Stoffers, 2008)).
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La via de senyalitzacié Fgf també participa en la formacié del pancrees. A part de

la participacié de Fgf2 iniciant I'expressié de Pdx1 en el primordi pancreatic, s’han
descrit altres membres de la familia que regulen I'expansié i diferenciacié de I'epiteli
pancreatic. S’han identificat diferents lligands i receptors en etapes primerenques del
desenvolupament pancreatic. EIl més ben caracteritzat és el lligand Fgf10. Se sap que
regula el creixement i la morfogénesi del primordi pancreatic promovent la proliferacio
de les cél-lules progenitores epitelials Pdx1*. A més, el lligand Fgf10 s’encarrega de
mantenir I'expressié de la via Notch i del factor de transcripcié Hes1, prevenint aixi la
diferenciacié primerenca dels progenitors (revisat a (Oliver-Krasinski and Stoffers,
2008)).

La participacié de la via de senyalitzacid Notch en I'organogénesi pancreatica es

coneix des de fa temps. Diferents lligands i receptors de la via s’expressen en
pancrees embrionari de ratoli, aixi com també el component de la via Hes1, exposat
amb anterioritat, que reprimeix I'expressié de Neurog3. Animals deficients en diferents
components de la via, com RBP-Jk, DII1 o Hes1, presenten un increment en el nombre
de cél-lules Neurog3®, una diferenciacié endocrina prematura i pancrees hipoplasic
(Apelquist et al., 1999; Jensen et al., 2000; Fujikura et al., 2006). Pel contrari, la
sobreexpressié del ligand Notch1 sota el control de Pdx1 déna com a resultat una
reduccié en el nombre de cél-lules Neurog3" i de cél-lules endocrines (Murtaugh et al.,
2003). Els membres de la familia Hes (Hes1, Hey1 and Hey2) s’uneixen directament a
Ptf1a per inhibir la seva funci6. Tots aquests estudis indiquen que la via Notch, en els
primers estadis de formacié pancreatica, és responsable del manteniment de I'estat
indiferenciat dels progenitors pancreatics, permetent la correcta formacié de 'drgan, i
suprimint la diferenciacié exocrina i endocrina a través de la inhibicié de I'expressié de

Ptf1a i Neurog3, respectivament.

S’ha descrit la preséncia de diferents components de la via de senyalitzacié Wnt en

pancrees embrionari, tant en el mesenquima com en I'epiteli. S’han identificat diferents
ligands Wnt, receptors Fzd, co-receptors LRP i inhibidors Fsrp (Heller et al., 2002).
S’han creat diferents models animals per a estudiar la funcié d’aquesta via en el
procés de desenvolupament pancreatic. Aquests han portat a definir que aquesta via
regula de manera general el creixement del pancrees, intervenint tant en etapes

inicials de formacio de I'érgan com en la diferenciacid i proliferacié acinars (revisat a
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(Oliver-Krasinski and Stoffers, 2008)). Dels resultats obtinguts en els estudis del
compartiment endocri, en canvi, és dificil treure’n cap conclusié clara: I'estudi de
models genétics, en els quals s’ha suprimit algun dels components de la via, donen
resultats contraposats pel que fa a la participacié d’aquesta via en la formacié del
compartiment endocri en els diferents estudis publicats fins ara. El paper d’aquesta via
en el desenvolupament pancreatic sera abordat amb més profunditat en el segient

apartat de la Introduccio.

La senyalitzacié TGF- també s’ha identificat tant en mesénquima com en epitel

pancreatic, aixi com també en illots adults i en desenvolupament. Diferents estudis en
models animals assenyalen la importancia d’aquesta via en el desenvolupament
endocri. Perd la manera com aquesta via influeix en la formacio, la supervivéncia o
I'expansié dels progenitors endocrins i de les ceél-lules endocrines diferenciades no
s’ha establert. Un exemple de la participaci6 d’aquesta via en la morfogénesi
pancreatica és el lligand Gdf11, que regula el desenvolupament dels compartiments
endocri | exocri pancreatics. Els animals Gdf11" presenten un increment en el nombre
de progenitors endocrins Neurog3®, suggerint un paper inhibidor de Gdf11 sobre
aquest compartiment (Harmon et al., 2004). Aquests animals, alhora presenten un
augment del compartiment exocri, atribuint un possible paper d’aquest lligand en el

procés de decisi6 del desti cel-lular entre ambdds compartiments pancreatics.
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La participacioé de totes aquestes vies esta exemplificada en la seguient figura:

Senyalitzacioé TGFB

(Sanvito and Herrera 1994)

Senyalitzacio Hh

(Kim and Melton 1998; Hebrok, Kim et
al. 2000; Thomas et al. 2000)

Senyalitzacié FGF

(revisat a Gittes, G.K., 2009)

Expansio
pancreaticai
proliferacio de
progenitors

Especificacio
llinatges
pancreatics

pancreatica

Determinacidi
diferenciacio de

Manteniment
de la funcié
pancreatica

Senyalitzacio Wnt

(revisat a Oliver-Krasinski and Stoffers
2008; revisat al Gittes GK, 2009)

FIGURA 12. Representacié6 esquematica del conjunt de vies de senyalitzacié principals que

Senyalitzacio Notch

(Apelgvist et al. 1999, Jensen et al. 2000,
Murtaugh et al. 2003)

intervenen en I’organogénesi pancreatica en les diferents etapes de formacié de I’6rgan.
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3. LA VIA DE SENYALITZACIO WINGLESS (WNT)

3.1 INTRODUCCIO GENERAL I COMPONENTS PRINCIPALS

La via de senyalitzacié wingless (Wnt) va ser identificada per primera vegada en la
mosca de la fruita (Drosophila melanogaster) (Sharma et al., 1976). La via de Wnt és
una de les vies de senyalitzaci6 més intensament estudiades degut a la seva
importancia durant el desenvolupament. Per exemple, la seva participacié durant la
formacié de I'eix dorso-ventral (Tao et al., 2005) o en la carcinogénesi, de cancers

com el de mama o colorectal (Bienz et al., 2000).

Aquesta via juga un paper important tant en I'etapa embrionaria com en I'adult, on
regula processos cel-lulars claus com la proliferacié, la diferenciacid, la migracio
cel-lular aixi com en cancer. La importancia d’aquesta via queda reflectida en la seva

conservacio al llarg de I'evolucio en diferents especies.

La participacié de la via Wnt en processos carcinogénics ha estat ampliament
estudiada. Se sap que la desregulacié de la via Wnt, sobretot de la via candnica
(veure apartat 3.1.1.), déna com a resultat el desenvolupament de cancer,
majoritariament per tres processos: bloqueig del complex de destruccié, mutacions
constitutives de la B-catenina o mutacions de pérdua de funcié d’inhibidors de la via.
La via Wnt va ser relacionada amb cancer per primera vegada quan es va identificar la
seva activacid constitutiva en la forma heretable dels polips adenomatosos familiars
(FAP, familial adenomatous polyposis) i en formes espontanies de cancer de colon,
sent aquest ultim el tipus de cancer més freqlent en humans (revisat a (Barker et al.,
2006). Obviament, la via de senyalitzaci6 Wnt també sha relacionat amb
I'adenocarcinoma pancreatic on 3-catenina sembla tenir un paper important (Heiser et
al., 2008).

De manera resumida, la cascada de senyalitzacié Wnt s’inicia quan hi ha unié entre
el receptor especific de membrana i la molécula secretada de la familia Wnt. Aquesta
unié desencadena una cascada intracel-lular que acaba en el nucli on s’exerciran

canvis a nivell d’expressio génica.
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Existeixen com a minim tres vies de senyalitzacid6 Wnt diferents: la via canonica
Whnt/B-catenina, la via de senyalitzacié del calci Wnt/Ca®* i la via de moviment i

polaritat cel-lular Wnt/PCP (plannar cell polarity) (figura 13).

3.1.1 VIA CANONICA WNT/B-CATENINA

Es tracta de la via Wnt més extensament estudiada. Aquesta via s’activa quan un

ligand Wnt s’uneix al seu receptor de membrana Fzd (Frizzled) i al co-receptor Lrp5/6
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(Lipoprotein receptor-related protein 5/6). Els lligands Wnt també poden interaccionar
amb diferents antagonistes, com per exemple els membres de la familia Sfrp (secreted
frizzled-related protein) que sén formes secretades dels receptors Frizzled, que
comparteixen amb aquests els dominis rics en cisteines (CRD, cysteine rich domains)
perd no tenen els dominis transmembrana (Kawano et al., 2003; Mii et al., 2011). Els
Sfrp s’'uneixen de manera especifica amb els lligands Wnt impedint la seva unié als
receptors de membrana Fzd . Un altre antagonista de la via Wnt sén els membres de
la familia Dkk (Dickkopf) que sén proteines secretades que interaccionen amb els co-
receptors Lrp bloquejant la cascada de senyalitzacié (Niehrs, 2006; Chien et al., 2009).

El component clau que defineix aquesta és la B-catenina.

3.1.1.1. B-catenina

La proteina B-catenina va ser descoberta inicialment pel seu paper en I'adhesio
cel-lular (Kemler, 1993), i no va ser fins més tard que, gracies a la seva homologia
amb armadillo, el seu homoleg a Drosophila, es va ubicar com a gen clau de la via de

senyalitzacio Wnt (Gumbiner, 1995).

La B-catenina es troba majoritariament unida a membrana, ja que en la seva forma
citoplasmatica és altament inestable i facilment degradable en abséncia de la
senyalitzacié Wnt. L’estructura proteica consta d’un extrem amino-terminal que conté
els llocs de fosforilacié i un extrem carboxi-terminal que conté el domini d’activacié
transcripcional. La regi6é central conté repeticions armadillo que sén necessaries per a

la interaccié amb E-cadherina, Axina, Apc i els factors Tcf/Lef.

En el mode inactiu de la via de senyalitzacié Wnt, la B-catenina citoplasmatica que
no esta unida a cadherines és fosforilada pel complex de destruccio, després
ubiquitinitzada i finalment dirigida a proteasoma per a ser degradada. El complex de

destruccio esta format per dues proteines d’ensamblatge (scaffolding proteins), axina i
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Apc (Adenomatous Polyposis Coli), i per dues quinases, Gsk3B (glycogen syntase
kinase 3f) i CK1a (casein kinase 1a). Per contra, quan hi ha activacié de la via, hi ha
fosforilacié de la proteina dishevelled (Dsh), fet que disgrega al complex de destruccio.
Aixd permet una acumulacié de -catenina citoplasmatica, i aquesta entra a nucli on
interacciona amb els factors de transcripcid de la familia Tcf/Lef (T-cell factor/
lymphoid enhancer factor) i exerceix les seves funcions com a regulador

transcripcional.

(a) Wnt/B-catenin signaling pathway

Without Wnt signal With Wnt signal

Frizzled

®®
— ®
B-catenin
degraded

pcatenin

accumulates

1 !
s :
l :
3 e H
Wnit target genes OFF Wt target genes ON
(b) wntiCa2* pathway (c) Wntipolarity pathway
Polarity signal
Frizzled
(L0 Flamingo__ T11 (111
[P AV RV
—
@ o woe () oY
LA @ 7
~ "o §
" ¥ 7 EAY / g dl
? S
IPs Inturned —y
Fuzzy g
¢ o Multiple wing hair 1+ ¢ \
o 4 R
[ca®y; -* ) + Drok JNK
¢ ’.' B ¢ cascade
camkil 4 Myosinvila ¢ ¢ Myosini 7 i
7y [ \ vy J "' Gene
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FIGURA 13. Esquema de les diferents vies de senyalitzaci6 Wnt descrites: Wnt/B-catenina,
Wnt/Ca® i Wnt/PCP (Miller, 2002).
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3.1.1.2. Factors Tcf/Lef

La familia dels factors Tcf (T-cell factors) i Lef (lymphoid enhancer factor) formen
part de la superfamilia dels factors de transcripcié amb una caixa HMG (high motility
group) (Hurlstone et al., 2002; van Noort et al., 2002). De la mateixa manera que
passa amb altres membres de la via, els factors Tcf sén altament conservats al llarg

de I'evolucio, ja que tenen un paper important durant 'embriogénesi.

S’han identificat quatre homolegs diferents de la familia: Lef1, Tcf1 (Tcf7), Tcf3
(Tcf711) i Tcf4 (Tcf712), essent els Ultims tres expressats en pancrees de ratoli
(Columbus et al., 2010). Tots ells reconeixen la mateixa seqiéncia de DNA pero

presenten un patré d’expressio teixit-especific.

Una de les caracteristiques dels factors Tcf/Lef és que presenten splicing alternatiu
donant com a resultat una varietat d’isoformes diferents (Van de Wetering et al., 1996).
Una altra caracteristica és que no poden actuar com a activadors transcripcionals per
ells mateixos, ja que els manca el domini d’activacid, per aixd forma el complex

transcripcional activador amb B-catenina.

En absencia de senyalitzacio Wnt, els factors Tcf/Lef romanen units a repressors
transcripcionals, tals com Groucho i CtBP, inhibint I'expressio dels gens diana de la via
Whnt. Per contra, amb l'activacié de senyalitzacio Wnt i amb I'entrada de B-catenina a
nucli, aquesta forma un complex transcripcional amb els factors Tcf/Lef que desplaga
els co-repressors activant aixi la transcripcié dels gens diana de la via Wnt. S’han
identificat diferents dianes géniques del complex B-catenina-Tcf/Lef, com per exemple
c-Myc (He et al., 1998), c-Jun (Mann et al., 1999) o cyclinD1 (Shtutman et al., 1999;
Tetsu et al., 1999) relacionades amb proliferacié, o MMP-7 (matrix metalloproteinase-
7) (Brabletz et al., 1999) relacionada amb la invasié tumoral i la degradacié de la
matriu extracel-lular. Es pot trobar una extensa llista de les dianes de la via Wnt i tota
la informacié actualitzada de la via en la pagina web del laboratori del Dr. Nusse

(www.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/).

De tots ells, Tcf712 pren especial rellevancia en el pancrees, com ja s’ha exposat en
lapartat 1.2.1.2, per la seva associacié amb el risc de patir diabetis tipus 2, aixi com

també per la seva implicaci6 en la funcionalitat de la cél-lula {.
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3.1.2 VIES NO CANONIQUES

L'existéncia de vies de senyalitzacio iniciades per lligands Wnt i que actuen de
manera independent de 'accié de B-catenina han portat a la definicié de les vies no
canoniques de Wnt: Wnt/Ca®" i Wnt/PCP.

La intervencié de diferents proteines en ambdues cascades suggereix la possibilitat
de que es tracti d’'una unica via de senyalitzacié enlloc de dues vies independents
(revisat a (Chien et al., 2009)), perd aquesta hipotesi queda pendent de ser
confirmada experimentalment, aixi com també la premissa que les vies independents

de B-catenina son reguladores de la via candnica de Wnt.

3.1.2.1. Via Wnt/Ca?*

Uns anys enrere es va observar que l'accié de certs lligands Wnt tenien efectes
sobre la secreci6 intracel-lular de calci (revisat a (Kestler et al., 2008)). En concret, la
injeccié de RNA codificants per certs lligands Wnt o receptors Fzd en embrions de peix
zebra promovien la secrecié de calci, mentre que la pérdua de funcié de Wnt11 o

Wnt5a donava com a resultat una disminucio de la senyalitzaci6 intracel-lular de calci.

La senyalitzacio intracel-lular de calci promoguda per la senyalitzacié Wnt indueix
l'activacié de diferents enzims intracel-lulars especifics sensibles a I'accié del calci,
com PKC (protein kinase C), CamKIll ( calcium- calmodulin- dependent kinase Il) o la
calcineurina fosfatasa sensible al calci que porta a I'activacio del factor de transcripcié
NF-AT.

Aquesta via de senyalitzacié esta implicada en l'organitzacié dorso-ventral dels
embrions de Xenopus i de peix zebra, en la regulacié de la via Wnt/B-catenina, en la
formacié de tumors i en la regulacié de les transicions epiteli-mesenquimals (Kestler
and Kuhl, 2008).

3.1.2.2. Via Wnt/PCP o Wnt/JNK

Aquesta via de senyalitzacio va ser identificada en Drosophila com a responsable
de regular la polaritat cel-lular de les cél-lules epitelials, per aix6 rep el nom de PCP
(plannar cell polarity), perdo també es coneix com a Wnt/JNK, per la participacié en

aquesta via de senyalitzacié de la quinasa Jun.
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L’accio principal d’aquesta via intracel-lular és I'activacio de les GTPases rho (rhoA,
rac o cdc42), que acabaran activant membres de la via com Jnk o ROK (quinasa rho).
Aquesta cascada de senyalitzacié també implica la participacié de l'intermediari Dsh
(dishevelled) que s’uneix a proteines transmembrana com Stbm (strabismus), Dgo
(diego) o Pk (prickle). Aquesta via de senyalitzacioé esta implicada en processos de

polaritat cel-lular o moviments cel-lulars (revisat a (Kestler and Kuhl, 2008)).

3.2 VIA DE SENYALITZACIO WNT: DESENVOLUPAMENT
PANCREATIC

La via Wnt és important en la formacié de molts organs per la seva participacio en
la regulacio de les interaccions epiteli-mesenquimals (Nusse et al., 1992). El pancrees
no n'és una excepcid. La via de senyalitzacié6 Wnt/B-catenina és essencial per al
correcte desenvolupament del pancrees. S’ha descrit la preséncia de diferents
components de la via en pancrees embrionari de ratoli des de l'estadi €12.5 fins a
'etapa post-natal (Heller et al., 2002), aixi com també en pancrees huma adult (Heller
et al., 2003).

3.2.1 EXPRESSIO DE COMPONENTS DE LA VIA WNT EN PANCREES EMBRIONARI

En pancrees embrionari de ratoli, B-catenina té una expressio transitoria. Es pot
localitzar B-catenina en la seva forma citoplasmatica (fosforilada) en totes les cel-lules
de I'epiteli pancreatic entre els estadis €11.5-13.5 per després comencar a disminuir
fins a ser indetectable en el naixement (revisat a (Bonal et al., 2008)). Els lligands de
Wnt generalment estan localitzats en el mesénquima pancreatic, en les etapes més
inicials del desenvolupament pancreatic, perd també podem trobar-ne I'expressié en
epiteli, com és el cas del ligand Wnt5a. Més endavant, cap als estadis €15.5-17.5, es
detecta I'expressié d’alguns lligands a prop de cél-lules endocrines com és el cas de
Wnt1 i Wnt5a, o fins i tot colocalitzant amb cél-lules que expressen insulina (Wnt5b,
Wnt11) i glucagé (Wnt5b) (Heller et al., 2002).

Per altra banda, els receptors Fzd i els inhibidors sFrp es localitzen tant en
mesénquima com en epiteli en etapes primerenques de desenvolupament pancreatic,

com és el cas de Fzd2 i 7, i alguns d’ells estan localitzats especificament en cél-lules
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endocrines més endavant en el desenvolupament, com és el cas de Fzd2, 3i 7 o
sFrp2i 3 (Heller et al., 2002).

3.2.2 LA IMPORTANCIA DE 3-CATENINA EN L’ORGANOGENESI PANCREATICA

Hi ha molts indicis que demostren que la via Wnt participa en el procés
d’organogénesi pancreatica, com per exemple I'expressié de components de la via
exposats en l'apartat anterior. Perd la manera en com ho fa és forga confusa. La
utilitzacio de diferents models transgénics aporta encara més confusio a la participacio
d’aquesta via, possiblement degut a les diferents estrategies utilitzades i a la

importancia del context espai-temporal en el que actua.

Els models animals més ampliament utilitzats, i que exposem seguidament, es
basen en l'alteracié de I'expressioé de B-catenina. Aquesta, tot i ser el component clau
de la via de senyalitzacio, no hem d’oblidar que participa en processos d’adhesid
cel-lular, el que aporta més confusid a tot plegat, ja que es fa dificil establir si els
resultats que s’observen sén deguts a la participacié de B-catenina dins de la via Wnt

o si també hi intervenen fendmens d’estructura cel-lular.

Els animals deficients en B-catenina moren en estadis inicials de desenvolupament,

durant la gastrulacié (Haegel et al., 1995), fet que dificulta I'estudi de la seva
participacio en la formacié del pancrees i que ha fet necessaria la creacié de models
transgénics condicionals, per a poder definir la funcié espai-temporal d’aquesta via

durant el desenvolupament pancreatic.

Quatre estudis independents han utilitzat diferents formes del promotor de Pdx1 per
regular de manera condicional la via de senyalitzacié Wnt/B-catenina en pancrees, i

estudiar quin és el seu paper en I'organogenesi pancreatica:

e Murtaugh i els seus col-laboradors utilitzen el model Catnb™*; Pdx1-Cre,

amb el que delecionen de manera condicional B-catenina en els progenitors
pancreatics Pdx1". Aquests observen com a resultat una lleugera disminucié en la
proliferacié d’aquests progenitors i I'abséncia de teixit acinar, sense afectacié de la
massa cel-lular endocrina o de la seva funcié. Aquests animals, presenten un
pancrees hipoplasic tot i que no s’observa una diferenciacié prematura de progenitors

pancreatics o un augment de I'apoptosi (Murtaugh et al., 2005).
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o Utilitzant una estratégia semblant perd amb una linia transgénica Cre diferent,
Catnb™"*; Pdx1-Cre, Wells i els seus col-laboradors (Wells et al., 2007) obtenen

resultats equivalents als observats per Murtaugh. Observen que els animals deficients

en [B-catenina presenten una mida corporal reduida i una esperanca de vida més
curta. Pel que fa al fenotip pancreatic, aquests animals tenen una hipoplasia severa
del pancrees, que es comenga a detectar a I'estadi €16.5, i que es tradueix en una
reduccié del 70% de la massa pancreatica respecte als animals salvatges adults.
Aquesta reduccid pancreatica afecta de manera exclusiva el teixit acinar, que és
completament absent en aquests animals. Respecte al compartiment endocri, no es
detecten canvis significatius respecte als animals controls pel que fa al nombre i a la

morfologia dels illots.

Igual que Murtaugh, Wells demostra que aquesta disminucié del compartiment
exocri es deu a una disminucio significativa de la taxa proliferativa perd no existeix un

augment en I'apoptosi.

e Heiser i collaboradors han estudiat I'efecte de I'expressié de la forma
estabilitzada de [-catenina a I'epiteli pancreatic en diferents estadis de
desenvolupament, demostrant la implicacié de la senyalitzaci6 Wnt/B-catenina en
'organogénesi pancreatica. Utilitzant dues linies transgéniques que expressen la
recombinasa Cre sota el control del promotor de Pdx7, i creuant-los amb la linia

active

transgénica que expressa B-catenina de manera constitutiva (Pdx1Cre®®"” /B-cat 0

Pdx1Cre®/B-cat®"®), els ha permés estudiar els efectes de I'expressio de B-catenina

en dominis espai-temporals diferents (Heiser et al., 2006).

Utilitzant una linia transgénica de ratoli que expressa la recombinasa Cre de
manera primerenca (Pdx1Cre®"™) i una altra que ho fa de manera tardana
(de1Cre'ate) i creuant-les amb una linia transgénica que expressa B-catenina de
manera constitutiva (8-cat®°) els ha permés observar diferents fenotips (veure figura

active

14). La linia transgénica f-cat es basa en que I'exd 3 del gen de la B-catenina
codifica pels llocs de fosforilacié de la proteina que permet la inactivacié de la B-
catenina. D’aquesta manera, eliminant I'exd 3 aconsegueixen I'expressiéo d'una

proteina andmala que esta activa de manera constitutiva.
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Per una banda, creuant les dues linies transgéniques Pdx1Cre®®™ i B-cat®™™
observen una pérdua quasi total de teixit pancreatic, que afecta per igual el

compartiment endocri i I'exocri.

Per altra banda, I'is de la linia transgénica de ratoli que expressa la recombinasa

late active

Cre de manera tardana (Pdx1Cre“™) creuada amb la linia transgénica B-cat déna

com a resultat un pancrees aparentment normal pel que fa a morfologia i arquitectura,
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perd que presenta un increment de massa respecte dels pancrees dels animals
control. Per tant, aquests resultats corroboren que és durant els primers estadis de
formacié pancreatica quan la regulacié de la via Wnt/B-catenina és essencial per a la
correcta formacié de I'drgan. Aquesta ha d’estar reprimida per a que es formi el
pancrees, de la mateixa manera que també demostren dos treballs independents
utilitzant models animals diferents, un en peix zebra (zebrafish) (Nadauld et al., 2004) i
I'altre en Xenopus (McLin et al., 2007), on I'expressié ectopica de (-catenina déna com

a resultat la total abséncia de pancrees i fetge.

o Finalment, Dessimoz i els seus col-laboradors, utilitzant linies transgéniques
reporteres, defensen que la via de senyalitzacié Wnt/B-catenina esta activa de manera
especifica en el compartiment endocri embrionari (Dessimoz et al., 2005), al contrari
del que s’exposa en els estudis anteriors. Utilitzant un model transgénic condicional

per B-catenina sota el control del promotor de Pdx? (Pdx1-Cre;R26R; B-cat’**)

observen que les cél-lules deficients en B-catenina sén hipoproliferatives i aquesta
reduccid en la taxa de proliferacié afecta especificament el compartiment endocri a
'estadi e14.5, on s’observa una disminucié aproximada del 50% tant en les cél-lules
positives per insulina com per glucagd, pero se’n desconeix el mecanisme. Pel que fa
al compartiment exocri no s’observen canvis de mida ni funcionalitat, el que si
observen és una desorganitzacié dels acinis, explicada pel paper de B-catenina en
'adhesio cel-lular.

A part d’aquest ultim treball, la majoria de publicacions exposen que I'alteracié de la
via de senyalitzacié Wnt/B-catenina a través de la modulacio de B-catenina déna com
a resultat canvis clars en la mida del compartiment exocri, sense observar diferéncies

proliferatives del compartiment endocri in vivo.
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FIGURA 14. Morfologia pancreatica dels diferents models transgénics emprats en els cinc
estudis mencionats. (Dessimoz et al., 2005; Murtaugh et al., 2005; Papadopoulou et al., 2005;

Heiser et al., 2006; Wells et al., 2007)
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3.2.3 MODULACIO D’ALTRES COMPONENTS DE LA VIA WNT

Com que els resultats observats en els models animals, en els quals s’altera
I'expressié del component clau de la via B-catenina, presenten el dubte de si els
efectes observats tenen a veure amb el paper d’aquesta proteina en I'adhesié
cel-lular, els estudis on es modulen altres membres de la via poden aportar informacié
rellevant. Els treballs realitzats fins ara defineixen els efectes sobre I'organogénesi
pancreatica, aixi com també durant els estadis post-natals.

e Un estudi realitzat pel grup de Edlund (Papadopoulou and Edlund, 2005),
utilitzant un model animal completament diferent, demostra que tant el compartiment
endocri com I'exocri es veuen afectats amb I'alteracié de la via Wnt/B-catenina. En
aquest cas, utilitzen un dominant negatiu de la proteina de fusié Frz8, que funciona
com a antagonista de la via Wnt evitant la uni6 del lligand Wnt al seu receptor Fzd.
L'expressido d’aquesta proteina és controlada pel promotor del gen de Pdx1
(Pdx1/Frz8CDR). Els animals mutants presenten una disminucié drastica en la mida
del pancrees (veure figura 14) degut a una reduccié de la taxa de proliferacié dels
progenitors pancreatics, ja detectable molt aviat del desenvolupament pancreatic, a
I'estadi e11.5, i més evident en estadis més avangats. Els investigadors descarten la
possibilitat que aquesta reduccié en la mida del pancrees, sigui deguda a un augment
de lapoptosi, a una diferenciacid prematura o a problemes durant I'especificacié
pancreatica. Tot i que la disminucié pancreatica afecta tant al compartiment endocri
com a I'exocri, no en compromet la funcié de cap dels dos i els animals mutants sén
normoglicémics.

e Un altre component de la via utilitzat ha estat el co-receptor de la via, Lrp5.

L’estudi del fenotip del model animal gen anul-lat per Lrp5 revela la possible implicacio
d’aquesta via en I'etapa adulta sobre el pancrees, ja que aquests animals presenten
una desregulacié en el metabolisme de la glucosa i una secreci6 andtmala de la
insulina estimulada per glucosa (GSIS, Glucose-stimulated insulin secretion) (Fujino et
al., 2003).

e EI treball del grup de Kim defensa la implicaci6 de la via Wnt en el
compartiment endocri en estudis in vitro. Utilitzant estrategies de pérdua i guany de
funcié demostren com la via de senyalitzacié Wnt/B-catenina controla la proliferacié de
les cél-lules B, augmentant I'expressié de diferents components del cicle cel-lular
(Rulifson et al., 2007).
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o El gen Pygopus en Drosophila s’ha identificat com a component del complex
nuclear B-catenina/Tcf/Lef. Els seus ortolegs en ratoli sén mPygo1 i mPygo2, essent el
segon essencial durant I'embriogénesi tal i com mostra I'animal gen anul-lat per
aquest. En concret, aquests animals (szgo2'/') moren en etapa perinatal, i els estudis
a l'estadi e18.5 revelen una hipoplasia pancreatica que ja comenca en etapes

anteriors (a €13.5) i que afecta de manera especifica la diferenciacio del compartiment
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endocri. Els autors demostren que aquests defectes son resultat d'una baixada en la

taxa proliferativa dels progenitors pancreatics. Per contra, el model animal especific

flox/-

per a l'epiteli pancreatic Pdx1-Cre;mPygo2 no revela cap fenotip pancreatic,

indicant que aquest component de la via participa en els senyals mesenquimals, que
governen I'organogénesi pancreatica (Jonckheere et al., 2008).
e Per ultim, tenim el treball de Dabernat et al., que treballa amb un model animal

deficient per B-catenina a la cél-lula beta (Catnb®/*:RIP-Cre), suggererint que la via

Whnt/B-catenina participaria en el manteniment de la funcié beta-pancreatica. Alguns
dels animals mutants moren entre el primer (P1) i el segon (P2) dia de vida. Els
animals mutants, a I'estadi P1 sén aparentment normals, perd els animals que a
posteriori moriran son hipoglicémics i presenten defectes en la secrecio d’'insulina per
part de les cél-lules B, que tenen el doble de contingut d’insulina que les cel-lules

dels animals control (Dabernat et al., 2009).

Finalment, cal exposar que existeixen dues linies transgéniques reporteres que
s’utilitzen per a monitoritzar 'activitat de la via Wnt/B-catenina. Per una banda tenim el

model transgénic conductin/axin-LacZ en el que el locus de la diana génica de la via

Whnt, axina, és substituida pel gen lacZ (Lustig et al., 2002). Per l'altra, tenim el model
transgenic reporter Bat-GAL en el qual I'expressioé del gen lacZ esta sota I'expressio
d’'un promotor minim (Maretto et al., 2003). Sorprenentment, en ambdds casos es
demostra l'activitat de la via Wnt en les cél-lules endocrines, perd no en les exocrines

durant el desenvolupament pancreatic (revisat a (Dessimoz et al., 2006)).

Aquesta controvérsia de resultats posa de manifest que, tot i que és clara la
participacié de la via en I'organogénesi pancreatica i en I'etapa adulta, I'expressio
espai-temporal de la senyalitzacié Wnt/B-catenina és molt important per a la correcta
funcionalitat d’aquesta, i que depenent de [l'estratéegia metodologica utilitzada,

s’obtindran uns resultats o uns altres.
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FIGURA 15. Estadis principals de I’organogénesi pancreatica i la participaciéo de la via Wnt/3-
catenina en cadascun d’ells (Murtaugh, 2008).

3.3 ELS LLIGANDS WNT

En humans s’han identificat 19 gens que codifiquen per lligands Wnt, molts dels
quals presenten una localitzacid cromosomica proxima com per exemple Wnt6 i
Wnt10a que estan adjacents en el cromosoma 2, Wnt1 i Wnt10b en el cromosoma 12
o Wnt3a i Wnt9a en el cromosoma 1 (revisat a (Miller, 2002)). En ratoli també s’han
identificat 19 gens Wnt i també s’observa aquesta proximitat cromosdmica descrita en
humans. Aixo suggereix la preséncia d’un cluster de gens Wnt en espécies ancestrals,
comu en tots els vertebrats, que evolutivament ha sofert fenomens de duplicacio i que
explicaria I'actual disposicid6 cromosomica dels gens Wnt compartida entre diferents

especies de vertebrats (Miller, 2002).

Els gens Wnt s’han identificat en vertebrats i invertebrats, perd sembla que no
existeixen en plantes, organismes unicel-lulars eucariotes ni procariotes. La majoria
dels gens Wnt contenen 4 exons codificants, dels quals I'exd 1 conté el lloc d’iniciacid

a la traduccio (TSS, translation start site).

La majoria de proteines Wnt comparteixen un 35% d’homologia amino-acidica, que
augmenta en els casos dels membres de la mateixa numeracié, com per exemple
Wnt3 i Wnt3a. En humans, les proteines Wnt son molt semblants en mida. Aquesta es
mou entre els 39kDa (WNT7a) i els 46kDa (WNT10a). Sén glicoproteines secretades
molt insolubles i amb un alt contingut en residus de cisteina, i majoritariament es
troben ancorades a la membrana cel-lular. L’extrem carboxiterminal sembla ser

important pel que fa a I'especificitat funcional de la proteina (Du et al., 1995), mentre
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que I'extrem aminoterminal s’encarrega de la interaccid especifica amb el receptor
corresponent. Es en aquest extrem on es localitza el péptid senyal de la proteina
necessari per al mecanisme de secrecio d’aquesta (Dierick et al., 1999). Les proteines
Wnt sén dinamicament modificades (modificacions lipidiques com per exemple la

palmitoilacio) abans de la seva secrecio, fet que és essencial per a la seva funcio.

La funcié de les molécules Wnt s’ha analitzat utilitzant diferents estratégies en
diferents especies, ratoli, Xenopus, Drosophila, C. elegans, etc. De fet els models
transgénics en ratoli han ajudat a desxifrar millor les possibles funcions d’aquests
ligands. En la taula 3 tenim un resum de cada lligand, del que se sap sobre la seva
implicacié en les diferents vies de Wnt i un resum dels fenotips observats en els

models transgenics de cadascun d’ells (van Amerongen et al., 2006).

Poc se sap de la participacié dels lligands Wnt en el desenvolupament pancreatic.
Els models transgénics per Wnt2, Wnt4, Wnt6 o Whnt7a no presenten cap fenotip
pancreatic, perd si que ho fan dos models transgénics per Wnt1 i Wnt5a. Per una
banda, la sobreexpressié de Wnt1 en progenitors pancreatics Pdx1" en etapes
primerenques del desenvolupament pancreatic es tradueix en una ageénesi
pancreatica, mentre que per l'altra banda els animals Pdx1-Wnt5a presenten una
hipoplasia pancreatica severa (Heller et al., 2002). Aquests resultats confirmen els
altres estudis, revisats a I'apartat anterior, que descriuen la participacié de la via Wnt

en el desenvolupament pancreatic.
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FENOTIP DEL MODEL

siMBOL ESTABILITZACIO ACTIVACIO ACTIVACIO GEN ANUL-LAT
i DE Pkc O DE Rho O
OFICIAL DE LA B-Catenina (van Amerongen and Berns
Camkll Rac
2006)
+ (Hinck et al., 1994;
Whnt1 (int- van Leeuwen et al., Defectes en el mesenceéfal i
1, Wg) 1994; Shimizu et al. No demostrat No demostrat romboencefal
1997)
€
+ (Shimizu et al., g
1997; Defectes en el <
Whnt2 Bafico et al., 1998; No demostrat No demostrat desenvolupament placentari £
Karasawa et al., 2002) =
Wnt3 * (Sh'g;;et al, No demostrat + (Kobune et Error en la formacié de I'eix
Barrow et al‘ 2003) al., 2007) A/P abans de la gastrulacio
+ (Shimizu et al., + (Shi et al., .
Wht3a 1997) No demostrat 2006) Eix A/P truncat
+ (Matsui et No formacié de tubuls renals
Wnt4 - (Shimizu etal., 1997)  No demostrat al., 2005; 0 ductes Mullerians
Osafune et al.,
2006)
+ (Slusarski et +d(.elgp|_li|2gr;t:nd
al., 1997a; 2005: Zhugét Eix A/P truncat, defectes en
Whnt5a - (Shimizu et al., 1997)  Kuhl et al., 2000; al ,2006' la morfogénesi pulmonar i
Westfall et al., H N hi ’ y pancreatica
2003) ayashi et al.,
2007)
Whntbb - (Shimizu et al., 1997) No demostrat No demostrat Viable
+ (Shimizu et al.,
Wwnt6 1997; No demostrat No demostrat Viable
Kirikoshi et al., 2001)
. + (Kengaku et Defectes en la formacié de
+ (Lucas and Salinas, . o .
Wht7a 1997; Maye et al., No demostrat L al, 13%8‘ Peix A/P; ;:Iefectes en eII’ .
2004) yu and Joo, tracte repro uctqr masculi i
2005) femeni
+ (Maye et al., 2004)
Wnt7b + (Tuetal., + (Rosso et Defectes en el
- (Shimizu et al., 2007) al., 2005) desenvolupament placentari
1997)
+ (Kelly et al., 1995;
Whnt8a S;;ttz: 22;13/.}’(§2)0h2; No demostrat No demostrat Viable
2005)
+ (Kelly et al., 1995;
Whnt8b Saitoh et al., 2002; No demostrat No demostrat Viable

Katoh and Katoh,
2005)
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Wnt9a Defectes esquelétics i
(Whnt14) + (Spater et al., 2006) No demostrat No demostrat sinovials
Wnit9b + (Park et al., 2007) No demostrat No demostrat Defectes urogenitals
(Wnt15) v
Wnt10a + (Narita et al., 2005) No demostrat No demostrat No demostrat

Wnt10b + (Miyoshi et al., 2002) No demostrat No demostrat Diferenciaci mioblastica

accelerada
. + (Marlow et
* (:;)ygggg,' et al., 2002; Defectes renals i uretrals
Wnt11 + (Kofron et al., 2007) S Matsui et al.,
Matsui et al., X
2005) 2005; Zhu et
al., 2006)
Wnt16 * (Mazieres et al, No demostrat No demostrat Viable

2005)

TAULA 3. Fenotips dels mutants per a cada un dels lligands de la via Wnt. Taula modificada de
(Chien et al., 2009)

3.3.1 EL LLIGAND WNT9A

Del lligand Wnt9a, també conegut com a lligand Wnt14, se’n sap relativament poc.

S’ha descrit la seva expressié en diferents teixits de diferents espécies animals, pero
pel moment no s’ha publicat la seva preséncia en pancrees i se’n desconeix quina és

la seva funci6 especifica.

El gen de WNT9A huma es localitza en el cromosoma 142, molt a prop del locus
de WNT3A. L'analisi filogenétic de Wnt9a demostra que aquest gen esta molt
conservat entre especies amb un percentatge d’identitat elevat entre humans, ratoli,

pollastre, peix zebra i Xenopus (veure figura 16) (Curtin et al., 2011).

Wnt9a esta expressat en les cél-lules progenitores de les unions cartilaginoses de
ratoli i participa durant la condrogénesi sinovial (Koyama et al., 2008). De fet els
animals deficients en Wnt9a presenten defectes durant la formacié dels condrocits i

les unions cartilaginoses (veure apartat seglient) (Spater et al., 2006).

Recentment, s’ha publicat 'expressié de Wnt9a en intesti i teixit neural, com en el
tracte optic, en peix zebra (Cox et al., 2010), aixi com també en els arcs faringis i

estructures esquelétiques craniofacials. De fet, el bloqueig de I'expressio de Wnt9a



Introduccio | 55

amb I'is de morfégens dona com a resultat defectes craniofacials (Curtin et al., 2011),

especificament aquests animals no formen la mandibula inferior.

També s’ha descrit I'expressié de Wnt9a en pollastre durant la organogénesi
hepatica (Matsumoto et al., 2008), aixi com també durant el desenvolupament nervids,

en retina (Mizukami et al., 2009).
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FIGURA 16. Conservacié de Wnt9a en vertebrats. Alineacié del péptid de Wnt9a en Homo sapiens
(Hs), Mus musculus (Mm), Gallus gallus (Gg), Xenopus tropicalis (Xt) i Danio rerio (Dr) utilitzant
I'algoritme de Clustal W. En vermell estan indicats els 23 residus de cisteina, conservats entre
especies. Subratllat en negre es mostra el lloc potencial per al péptid senyal (modificat de (Curtin et al.,
2011)).
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El ligand Wnt9a s’ha descrit com un activador de la via candnica de Wnt/§3-
catenina utilitzant diferents models experimentals, tant in vitro com in vivo. Utilitzant el
sistema reporter de la luciferasa TOP/FOP-Flash, explicat més endavant en I'apartat
dels resultats, s’ha descrit que la sobreexpressié de Wnt9a indueix 'activitat de la via
candnica de Wnt en cultius primaris de cél-lules hepatiques de ratoli, a nivells
semblants als que ho fa el lligand canonic Wnt3a (Matsumoto et al., 2008). En aquest
mateix treball demostren com el silenciament de Wnt9a resulta en la disminucié dels
nivells de B-catenina nuclear, al contrari del que s’observa amb la sobreexpressié de
Wnt9a en condrocits (Spater et al., 2006). En altres contexts cel-lulars, explants de
cél-lules cardiaques (Person et al., 2005) i en la linia cel-lular RCS de condrocits de

rata (Guo et al., 2004), Wnt9a també és descrit com a activador de la via canonica.

Wnt9a s’ha relacionat amb el control de la proliferacié cel-lular. S’han publicat
diferents treballs on es demostra la participacié de Wnt9a en processos proliferatius,
pero la utilitzacié de models experimentals diferents dona resultats contraposats. Per
una banda, hi ha una unica publicacid6 on Wnt9a es descriu com un lligand anti-
proliferatiu, induint un arrest del cicle cel-lular en fase G1/S (Xiang et al., 2008). Els
altres treballs que relacionen Wnt9a amb proliferacio, el defineixen com un lligand pro-
proliferatiu, observant una hiperproliferaci6 de [I'epiteli hepatic degut a la
sobreexpressio de Wnt9a (Matsumoto et al., 2008), o un augment en la incorporacio

de BrdU (Bromodesoxiuridina) en explants cardiacs (Person et al., 2005).

Finalment, Wnt9a també s’ha relacionat amb el metabolisme hepatic del glucogen i
la glucosa (Matsumoto et al., 2008). En aquest estudi observen com el silenciament de
Wnt9a en fetge, disminueix els nivells d’expressié de I'enzim Gys (Glycogen synthase)
i augmenta els nivells de G6Pase (glucose-6-phosphatase), essencial per I'Gltim pas
de la via de degradacié del glucogen (i també per a la produccié hepatica de glucosa),
provocant una disminucié en els nivells hepatics de glucogen. Aquests resultats
indiquen que Wnt9a és necessari per a la supressio de I'expressio de G6Pase, aixi
com també per conservar I'expressiéo de Gys per tal de mantenir nivells optims de

glucdgen en hepatdcits en desenvolupament.

3.3.1.1. El model animal gen anul-lat per Wnt9a
El grup de Hartmann ha creat dos models animals per suprimir 'expressié de

Whnt9a. En un d’ells s’han introduit dos llocs loxP que flanquegen I'ex6 2 del gen de
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Wnt9a i en l'altre s’ha introduit un cassette neomicina-lacZ (IRES-LacZ-FRT-neo) en
I'ex62 del gen, donant com a resultat un transcrit aberrant que déna lloc a una proteina

no funcional (Spater et al., 2006).

Els dos models animals no es diferencien fenotipicament, i en aquesta tesi, per a
lanalisi del fenotip pancreatic s’ha utilitzat I'animal transgénic amb el cassette

neomicina-lacZ (Wnt9a"**“"**), cedit amablement pel grup de Hartmann.
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Els animals mutants per Wnt9a moren a les poques hores de néixer degut a causes
que encara no es coneixen. L’analisi histologic dels drgans majoritaris (cor, pulmd,
fetge, intesti, ronyo i cervell) no va revelar defectes importants que expliquessin les
causes de la mort. Visualment sén facilment identificables, sén més petits que els seus

germans control i la majoria de vegades no s’observa llet a 'estémac (veure figura 18).

- R\ﬁ\l ‘B llzl N llll B Ril
1 1/ 11 |
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_— & 3
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| FRT R [l |
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S-arm ~ 4.5 kb LoxP  LoxP L-arm ~ 7.0 kb
B RV Ex3 Ex4 B
lacZz | [REstacz  neo ] i | | | TR
S-arm ~ 3.7 kb L-arm ~ 7.1kb

Cre-recombined and lacZ targeted loci:

RV RV Ex3 Ex4 RV
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A l F'GKneoj>

RV Ex2 RES-aczRY  Exs Ex4 RV

lacZ | [1RES-Lacz ” neo ] I . |

FIGURA 17. Esquema de construccié dels dos models transgénics de Wnt9a. (Spater et al.,
2006)
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L’'estudi en profunditat d’aquests animals, tot i no presentar defectes esquelétics
importants, revela defectes esquelétics minoritaris generalitzats, que s’observen tant

en la formacioé de les extremitats com en el desenvolupament cranial erratics.

Wntga+/+ WntgalacZ/lacZ

+/+

FIGURA 18. Imatge dels animals control (Wnt9a"") i els animals deficients en Wnt9a
(Wnt9a*#*%), S'observa una mida més reduida en el cas dels animals mutants, assenyalat per les
dues barres laterals, i 'absencia de llet a I'estdmac (fletxa) (Spater et al., 2006).

En el procés de condrogénesi hi intervé la via de senyalitzacié Hh, i en aquest
treball, gracies al model gen anul-lat per Wnt9a, defineixen una modulacié espai-
temporal de I'expressio del lligand Indian Hedgehog (lhh) per Wnt9a. Demostren com
entre els estadis e12 i €13 de desenvolupament muri és essencial la preséncia de
Wnt9a per mantenir els nivells d’expressioé de lhh necessaris per a la correcta formacio
de les extremitats Ossies. En els animals mutants per Wnt9a observen una disminucié
en l'expressiéo de Ihh, que es tradueix en una disminucié de la proliferacié dels
condrocits, aixi com en la maduracid d’aquests, que té com a conseqiéncia un

escurcament dels ossos dels apéndixs (Spater et al., 2006).

Finalment, relacionen l'accié de Wnt9a sobre el procés de condrogénesi amb la
participacio de la via canonica, ja que els animals gen anul-lats per Wnt9a tenen
nivells inferiors de B-catenina. A més, ha estat descrita una relacié directa entre (-
catenina i Lefl1 amb el promotor de lhh in vitro, el que els ajuda a definir que la
regulacié de Ihh dependent de Wnt9a ve regulada per la via candnica Wnt/B-catenina
(Spater et al., 2006).



II. HIPOTESI DE TREBALLI

OBJECTIUS






Hipotesi de treball i objectius

Durant els processos de diferenciacié cel-lular a partir de progenitors pluripotents
€s necessaria I'activacié de cascades transcripcionals especifiques. Addicionalment,
també hi intervenen vies de senyalitzacié les quals permeten i/o promouen [l'inici i la

progressié d’aquests programes transcripcionals.

El factor de transcripcio bHLH Neurog3 inicia el programa transcripcional endocri
en el pancrees. Se sap que diferents vies de senyalitzacio intracel-lulars intervenen en
el procés de diferenciacié endocrina, perd poc es coneix sobre les interaccions que
existeixen entre ambdods processos. Dos estudis gendmics realitzats en el nostre
laboratori i destinats a identificar gens regulats per Neurog3, i la seva diana Math6,
van desemmascarar una possible connexié entre aquests factors transcripcionals i la
via de senyalitzacio Wingless (Wnt). La bibliografia existent sobre el paper d’aquesta
via en I'ontogénia pancreatica és controvertida. Mentre que la seva participacié durant
I'establiment del compartiment exocri sembla clara, el seu paper durant la formacio del
pancrees endocri no esta ben definida. Aquests resultats previs junt amb la recent
identificacié de polimorfismes en el gen efector de la via Wnt, Tcf712, com un dels

factors de risc per a la diabetis tipus 2, ens va portar a postular que la via Wnt podria

tenir un paper important en el procés de diferenciacié endocrino-pancreatica sota el

control de Neurog3.

L’'objectiu general d’aquesta tesi és investigar la relacié existent entre el
programa transcripcional de diferenciacié endocrina activat per Neurog3 i la via

de senyalitzacié Wnt.
Els objectius concrets sén els seglents:

1. Identificar gens de la via Wnt regulats per Neurog3 i Math6 i potencialment

implicats en el programa de diferenciacié endocrino-pancreatica

Estudiarem canvis globals en perfils d’expressié génica en models cel-lulars de
guany i pérdua de funcid dels gens bHLH Neurog3 i Math6, amb la finalitat
d’identificar els gens relacionats amb la via de senyalitzacié Wnt que sén regulats per
aquests dos factors, i comprovar-ne la seva expressié en pancrees embrionari i en

illots pancreatics adults.
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Hipotesi de treball i objectius

2. Investigar el paper del lligand Wnt9a en la formacié de les cél-lules endocrines

del pancrees
El ligand Wingless-type MMTV integration site 9A (Wnt9a) és un dels gens

identificats en el primer objectiu com a diana comuna de Neurog3 i Math6. En aquest

objectiu ens proposem:

2.1. Caracteritzar el patré d’expressio de Wnt9a durant 'embriogénesi pancreatica.

2.2. Caracteritzar la regulacié del gen de Wnt9a en resposta a Neurog3 i altres
components de la cascada transcripcional endocrina, aixi com analitzar els seus
efectes in vitro sobre el programa de diferenciacié endocrina activat per Neurog3.

2.3. Determinar la funcid6 de Wnt9a com activador de la via Wnt canonica en
contextos cel-lulars pancreatics.

2.4. Establir el paper in vivo de Wnt9a en la formacié del pancrees mitjangant I'estudi

d’'un model animal deficient per aquest Illigand.



I1I. MATERIALS I METODES
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1.LINIES CEL-LULARS

1.1. MANTENIMENT DE LES LINIES CEL-LULARS

LiNIA CEL-LULAR

MEDI DE CULTIU

SUPLEMENTS

mPAC: linia cel-lular
pancreatica ductal de

Dulbecco's  Modified
Eagles Medium (D-
MEM) 4500mg/L de

10% FBS (Fetal Bovine
Serum, (GibcoBRL)
1%

ratoli glucosa (Sigma- penicil-lina/estreptomicina
Aldrich) (100U/ml, Cambrex )
Dulbecco's  Modified e 10% FBS (Fetal Bovine

HEK293: linia cellular
embrionaria de ronyo

Eagles Medium (D-
MEM) 4500mg/L de

Serum, (GibcoBRL)
1%

humana glucosa (Sigma- penicil-lina/estreptomicina
Aldrich) (100U/ml, Cambrex )
Dulbecco's  Modified e 10% FBS (Fetal Bovine
. . . Eagles Medium (D- Serum, (GibcoBRL)
BTC3: linia  cellular —eve™ 4500mg/l de o 1% 2
d’insulinoma de ratoli - — . 2
glucosa (Sigma- penicil-lina/estreptomicina D
Aldrich) (100U/ml, Cambrex ) %
Dulbecco's  Modified e 10% FBS (Fetal Bovine =

aTC6.1: linia cel-lular de
glucagonoma de ratoli

Eagles Medium (D-
MEM) 4500mg/L de

Serum, (GibcoBRL)
1%

Min6: linia cel-lular
d’insulinoma de ratoli

glucosa (Sigma- penicil-lina/estreptomicina
Aldrich) (100U/ml, Cambrex )

e 10% FBS (Fetal Bovine
Dulbecco's ~ Modified Serum, (GibcoBRL)

Eagles Medium (D-
MEM) 4500mg/L de

1%
penicil-lina/estreptomicina
(100U/ml, Cambrex )

NIH3T3: linia cel-lular
fibroblastica de ratoli

g\lll:j(;i?;? (Sigma- ¢ 1% de  L-Glutamina
(Cambrex )

e 50uM de B-mercaptoetanol

Dulbecco's  Modified e 10% FCS (Fetal Calf

Eagles Medium (D-
MEM) 4500mg/L de

Serum, (GibcoBRL)
1%

glucosa (Sigma- penicil-lina/estreptomicina
Aldrich) (100U/ml, Cambrex )
[v)
NIH3T3-myc-Wnt9a: linia Dulbecco's Modified ~ ° .07 FCS (Fetal Calf

cel-lular fibroblastica de
ratoli que expressa Wnt9a
de manera constitutiva

Eagles Medium (D-
MEM) 4500mg/L de
glucosa (Sigma-
Aldrich)

Serum, (GibcoBRL)

1%
penicil-lina/estreptomicina
(100U/ml, Cambrex )

0,3 mg/ml neomicina

TAULA 4. Linies cel-lulars i medis de cultiu utilitzats durant la tesi.
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1.1.1. TRIPSINITZACIO I COMPTATGE

Totes les linies cel-lulars utilitzades sén adherents i creixen en monocapa. De

manera general es passen una o dues vegades per setmana a una ratio de 1:10 o de

1:5 (en el cas de les BTC3 i les Min6) quan provenen d’un flascé de 75cm?.

Protocol (flascd de 75cm?):

Noukwhe

9.

Aspirar el medi de cultiu

Afegir 10ml de DPBS (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline) (Sigma-Aldrich)

Aspirar el DPBS

Afegir 1ml de tripsina (Invitrogen)

Incubar 5 min a 372C

Afegir 9ml de medi complet i pipetejar per desenganxar les cél-lules (en el cas que sigui necessari)
Mesclar 1:1 de cél-lules amb blau tripa (Invitrogen) que permet quantificar la viabilitat cel-lular, ja
que el blau tripa només penetra dins de les cél-lules mortes

Comptar les cel-lules amb el comptador cel-lular (The Countess™ Automated Cell Counter,
Invitrogen)

Agafar 1ml (ratio 1:10) o 2ml (ratio 1:5) i re-suspendre en 10 ml de medi complet

1.1.2. CRIOPRESERVACIO DE CEL-LULES

Protocol (flascé de 75cm?):

1.
2.
3.

4.

Després de tripsinitzar les cél-lules, centrifugar-les entre 1000-1500rpm 5min

Resuspendre-les en FBS (GibcoBRL) amb un 10% de DMSO (Sigma-Aldrich)

Repartir el volum de ceél-lules preparat en criotubs (depenen de la concentracié de cél-lules
inicial)

Congelar criotubs a -802C utilitzant el tanc de isopropanol (NALGENE™), que baixa la temperatura
12C/min

1.1.3. DESCONGELACIO DE CEL-LULES

Protocol (flascd de 75cm?):

1.
2.

Descongelar el criotub lentament

Diluir el contingut del criotub en medi complert i afegir al flascé de 25cm” 0 75 cm® depenen de la
quantitat inicial de cél-lules congelades

Guardar a I'incubador a 372C i I'endema fer un canvi de medi per treure les restes de DMSO

1.2. GENERACIO DE LA LINIA CEL-LULAR ESTABLE NIH3T3-

MYC-WNT9A

1.2.1. CREACIO

1. Inicialment hem clonat el cDNA corresponent de la regié codificant del lligand Wnt9a, unit a
una cueta myc en el seu extrem 3’, dins el vector d’expressio pCDNA3.1+/', que codifica pel
gen que confereix resisténcia a neomicina, utilitzant els llocs de restriccié EcoRI- Xbal.

2. En paral-lel testem la resistencia inherent de les cél-lules NIH3T3 a la neomicina mirant
quantitats creixents d’antibiotic (de 0.2mg/ml a 1.2 mg/ml) i quantitats creixents de
concentracio cel-lular (de 2.000 cél-lules/pou a 1 cél-lula/pou) en una placa de 96 pous. Amb
aquesta analisi establim una concentracié optima per a la seleccié de 0.8mg/ml i una
concentracio cel-lular de 8 cél-lules/pou).
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3. Plaguegem 150.000 cél-lules/pou en una placa de 12 pous i al cap de 24 hores transfectem el
vector pCDNA3.1+/' amb Transfast (Promega) seguint les indicacions del protocol. Posem 2ug
de DNA, 6ul de transfast i 0.5ml de medi (sense sérum) i fem un vortex de 3-5 segons. Deixem
20 minuts a temperatura ambient i afegim la mix a les cel-lules. Deixem 2 hores a 37°C i
afegim 1.2ml de medi. 48 hores després de la transfeccié afegim neomicina a una
concentracié de 0.8mg/ml i canviem el medi cada dia.

4. Després d’'una taxa de mort elevada a l'inici, s’observa un increment en el nombre de cél-lules
passats uns 7-10 dies, que majoritariament seran les cél-lules seleccionades positivament,
moment en el que tripsinitzem i passem a una placa de 96 pous, plaquejant 8 cél-lules/pou i
amb 0.8mg/ml de neomicina.

5. Passats uns 10-15 dies tripsinitzem les cel-lules de diferents pous (considerarem cada pou
com a un clon), i les passem a una placa de 12 pous per amplificar (tindrem 12 clons diferents
en total).

6. Deixem que creixin fins a confluéncia i ho passem a un flascé de 25cm’ i baixem la
concentracié d’antibiotic a 0.3mg/ml.

7. Un cop arriben a confluéncia fem extracci6 de RNA per testar els nivells d’expressié de
Whnt9a.

1.3. ASSAJOS LUCIFERASA

o
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Els sistemes reporters amb el gen Juc (Promega) permeten I'estudi de seqliéncies
reguladores de la transcripcié eucariota. Es realitza una transfeccié transitoria en
cél-lules en cultiu i es poden detectar els efectes transcripcionals sobre el gen luc
mesurant els nivells d’activitat luciferasa de la cuca de la llum (Photinus pyralis).
Aquesta activitat és practicament absent en les cél-lules de mamifer, de manera que la
luminescéncia detectada en els lisats cel-lulars és directament proporcional a I'activitat

promotora de la construccio transfectada.

1.3.1. TRANSFECCIONS TRANSITORIES
Els meétodes de transfeccid utilitzats en aquesta tesi per a realitzar els assajos

luciferasa van ser diferents segons les cél-lules utilitzades:

1.3.1.1. cel-lules mPAC

Protocol (placa de 96 pouets):

1. Plantar 15000cél-lules/pouet 24h abans de la transfeccio

2. Fer la barreja dels vectors reporters segons procedeixi: TOP-Flash (250ng/pou), FOP-Flash
(250ng/pou) i pRL-CMV (2.5ng/pou)

3. Incloure els vectors d’expressié corresponents: PCIG, PCIG-Bcatenina, PCIG-Wnt3a, pCMVTnt,

pCMVTnt-Wnt9a i pPCMVTnt-Wnt7b tots ells a 5ng/pou, pCMVTnt-flag.Neurog3 i pCMVTnt-

myc.Math6 a 10ng/pou.

Afegir a la barreja 25ul/pou de DPBS

Barrejar el Metafectene PRO (Biontex) a 0.5pl/pou, pipetejant una Unica vegada

Deixar incubant la barreja a temperatura ambient durant 30-40min

Afegir la barreja als pous corresponents i deixar 48h a 379C

Procedir a I'analisi de I'activitat luciferasa

e N
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1.3.1.2. Cél-lules HEK293

Protocol (placa de 96 pouets):

1. Plantar 20000cél-lules/pouet 24h abans de la transfeccié

2. Fer la barreja dels vectors reporters segons procedeixi: TOP-Flash (250ng/pou), FOP-Flash
(250ng/pou) i pRL-CMV (2.5ng/pou)

3. Incloure els vectors d’expressid corresponents: PCIG, PCIG-Bcatenina, PCIG-Wnt3a, pCMVTnt,

pCMVTnt-Wnt9a i pPCMVTnt-Wnt7b tots ells a 5ng/pou, pCMVTnt-flag.Neurog3 i pCMVTnt-

myc.Math6 a 10ng/pou

Afegir a la barreja 50ul/pou de medi sense complementar (sense FBS ni P/S)

Barrejar el Transfast (Promega) a 0.5ul/pou, fent un vortex d’uns 3-5 segons

Deixar incubant la barreja a temperatura ambient durant 20min

Treure el medi de les cel-lules i afegir la barreja als pous corresponents i deixar 2h a 372C

Afegir 150ul/pou de medi complementat i deixar 24h a 372C

Procedir a I'analisi de I'activitat luciferasa

W NO LA

1.3.2. ASSAIG DUAL D’ACTIVITAT LUCIFERASA RENILLA
Les cel-lules transfectades van ser tractades per tal de ser assajades amb el kit
comercial Dual-Luciferase™ Reporter Assay System (Promega), seguint les

instruccions de la casa comercial. Les mesures de luminescéncia es van realitzar en
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un lumindmetre Veritas (Turner Biosystems).

Protocol (placa de 96 pouets):

1. Lisem les cél-lules amb 25ul/pou amb bufer de lisi passiu 1X (Passive Lysis Buffer) (Promega)

2. Deixem en agitacid a temperatura ambient durant 15-20min i congelem les mostres a -202C
per tal d’ajudar a la lisi cel-lular

3. Descongelem mostres i reactius

4. Preparem els reactius a 25ul/pou cadascun segons la casa comercial: Luciferase Assay Buffer
Il'i Stop&Glo Buffer que barrejarem amb el Stop&Glo Substrate (50X)

5. Carreguem en una placa de 96pous 10ul de cada mostra i procedim a la lectura en el
luminometre, el qual injectara 25ul/pou de cada reactiu. Obtindrem els valors de luciferasa
de Photinus pyralis (representativa de I'activitat del promotor o de la regié promotora
estudiada) i de Renilla reniformis (control intern de transfeccio).

2.DNA

2.1. AMPLIFICACIONS DE DNA-ANALISI DE L’EXPRESSIO
GENICA

2.1.1. PCR CONVENCIONAL
Les PCRs (polymerase chain reaction, reaccié en cadena de la polimerasa)

convencionals, és a dir, sense realitzar un seguiment cicle a cicle, tal i com es realitza

en les PCRs a temps real, es va utilitzar per: comprovar que l'insert d’'un adenovirus és
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correcte, estudis d’expressido génica en diferents experiments i linies cel-lulars,

genotipatges, etc. Es una técnica general que s’adaptara a cada situacio.

Protocol:
1. Afegirauntubde 0.2ml:
Mescla de dNTPs @ 10mM (GENECTAft) ..cccuvecvieveerieeieeie et 1l
Mescla d’encebadors @ TORM........cocvereeiieeieeie et eeeeeeens 2ul
Tampo de reaccio Tag PoOlMErasaliX .......cceeecveeiiieeeiiieerireeesiieeesieeesreessrreeesraeesnns 2.5 ul
(1Y ={@ PR 110 1]V ) USRS 0.75ul (1,5mM)
EDNA oot e e et ee e e ee e ee e ee et es e e ee et see e 2ul*
Taqg polimerasa (GENECIATL)......ccieeieeieeieese et enes 0.5 pl
F N 1= {U T DU PSR P U URPRRR 16.25 pl*

*volums variables
2. Mesclar i centrifugar breument per baixar el contingut
3. Introduir en el termociclador aquestes condicions:

9492C---------memmemeeee 5min

30-38 cicles de:
940 30s (fase de desnaturalitzacid) @
55-659C-=mmmnnnmmmmmmnm 30s (fase d’anellament) =
729C-----mmmmmmmme e 1min (fase d’extensid, que depén de la longitud del transcrit (norma %
general 1Kb/1min)) =

A 5min

/= oo

2.1.2, PCR A TEMPS REAL

La técnica de PCR a temps real ens permet observar com es van amplificant els
diferents transcrits cicle per cicle. Existeixen diverses formes per tal de fer aquest
seguiment amb diferents fluorofors i encebadors, encara que en aquesta tesi hem
emprat unicament el fluorofor SYBRgreen. Aquest s’uneix a doble cadena de DNA, de
tal manera que quanta més amplificacié del transcrit tinguem, major fluorescéncia

observarem.

Quan es passa cert limit de fluorescéncia (threshold), es considera que a partir
d’aquell moment el gen en estudi és present, i el cicle en el que aixd succeeix se’l
defineix com Ct (threshold cycle). Per establir un punt de tall on considerem que el
nostre gen és present en la nostra mostra, es va aplicar I'algoritme que de forma
automatica executa el programa SDS (Sequence Detection System, sistema de
deteccio de sequéencies d’Applied Biosystems), el qual es basa en seleccionar un punt
suficientment elevat per diferenciar entre el soroll de fons i un suficientment baix per

no arribar al limit de saturacié (fase exponencial del senyal).
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Per a la quantificacio dels resultats es va analitzar I'expressié d’'un gen control que
s’expressa de forma homogénia en les diferents mostres emprades. Aixd ens permetra
normalitzar els resultats, que s’expressaran com una ratio entre el valor del gen que
estudiem respecte el valor del gen control (métode AACt). Com a gen control rutinari

hem emprat el gen Tbp (TATA binding protein) o el gen de la Actb (beta-actina).

Ct
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FIGURA 19. Grafica d’amplificacié d’'una PCR a temps real. L'eix vertical representa la quantitat de
fluorescéncia normalitzada, i I'eix horitzontal el nombre de cicles. La fluorescéncia basal es refereix als
cicles inicials en els que no hi ha canvis detectables en la quantitat de fluorescéncia. El threshold és el
lindar on es produeix un canvi significatiu de la fluorescéncia i el tall entre aquest llindar i la corba
d’amplificacié determina el Ct o el cicle llindar, el qual s’utilitza per quantificar. El calcul de la Ct sempre es
realitza en la fase exponencial de la corba.

Protocol:

1. Afegir per pou de placa de 96 pouets per a PCR a temps real (Applied Biosystems):
SYBRGreen Master Mix 2x (Applied BioSYStEMS) .......ccceeeriererereerienieneeierieniene 5ul
Mescla d’encebadors @ 10UM .......c.ooveeeiirieereeree e 0.25 ul
DN A et e e et e e e e be e e e be e e e be e e ebae e aaeeeetbee e ataaennreas 4 ul
[ PO [ d| BT o - SRR PRRRPI 0.75 ul

2. Centrifugar breument per baixar el contingut
3. Introduir al termociclador 7900HT (Applied Biosystems) amb les condicions predeterminades:

502C--------m-mmmmme - 2min

59C-----m-momeom - 10min

40 cicles de:
950 15s (fase de desnaturalitzacio)
602C--------=---m-mm- 1min (fase d’anellament i extensid)
959 15s

Increment de 602C a 952C a una velocitat d’uns 1.922C/min (fase de corba de dissociacid)

Aquesta tecnica mesura la fluorescéncia total de les cadenes dobles de DNA
unides a SYBRgreen. Aquest fet provoca que, si apareixen diversos transcrits durant

I'amplificacid, la fluorescéncia observada sera la total de tots els transcrits. Afegint la
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fase de corba de dissociacié podem veure I'especificitat dels encebadors, i en el cas
que aparegui més d’un pic de fluorescéncia (és a dir, més d’un transcrit) la millor opcié

sera dissenyar uns nous encebadors més especifics per al gen d’interés.

2.1.3. VALIDACIO ENCEBADORS

El disseny i validacié dels encebadors d’'un gen especific és de summa importancia
degut al métode de quantificacid6 que utilitzem (meétode AACt). Uns resultats
reproduibles requereixen que [l'eficiéncia del nostre gen control i del nostre gen
problema siguin el més similars possible. Les eficiencies acceptables per als
encebadors emprats sén d’'un minim del 85%, i aquesta eficiéncia es calcula a partir
de la pendent d’'una corba estandard realitzada per testar aquest parell d’encebadors

(Eficiéncia = [ 10 "Penden] 1),

2.2. ELECTROFORESI EN GEL D’AGAROSA

2.2.1. SEPARACIO DE TRANSCRITS DE DNA EN AGAROSA
Els gels d’agarosa permeten separar les amplificacions realitzades per PCR

segons la seva mida. En funcié del percentatge d’agarosa que continguin, les bandes
migraran a diferents velocitats. D’aquesta manera un gel amb un percentatge elevat
d’agarosa (3%) s'utilitza per separar bandes d’'una mida inferior a 200pb (parells de
bases), mentre que un gel de percentatge baix (0.5%) és per observar bandes d’una

mida superior a 1kb.

De forma rutinaria, excepte per casos concrets, es sol utilitzar un gel a I'1.5% que

no es trenca amb facilitat i permet una bona observacié de les bandes.

Preparacié d’un gel d’agarosa (gel petit de 50ml a 11%):
1. Afegir en un erlenmeyer de vidre:
Solucid TAE (Tris, aCLIC T EDTA) LXuuuiiiiiiieiiieeiieeeetieeeieeeetee et e et eeneeeerae e 50ml
Agarosa (Sigma)
2. Escalfar al microones fins que I'agarosa es dissolgui
3. Deixar que es refredi una mica sense que s’inicii la polimeritzacié i afegir 2.5ul de Midori Green
DNA Stain (NIPPON Genetics)
4. Traspassar la preparacié a una safata de polimeritzacié i deixar solidificar amb una pinta per
formar els pouets
5. Una vegada solidificat, retirar la pinta i col-locar la safata en una cubeta amb tampé TAE 1x
6. Carreguem un marcador de pes molecular (que ens permet tenir una referéncia del pes de les
bandes observades) i a continuacié carreguem les mostres. En alguns casos haurem d’afegir
tampo de carrega blau/taronja 6x
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7. Sotmetem el gel a una poténcia d’uns 80-110V, fins que el front avanci suficientment per poder
distingir les bandes i observar-les amb un transil-luminador de llum ultraviolada

Solucions utilitzades:
Tampd TAE 50x

Tris(hidroximetil)aminometa (SErva)........ccuiccciie e et 242g
Acid acetic glacial (PANFEAC) .....evevevvreceeeereeeieeeeeteseeeseeseste s s s s sesesessaseesesesnanes 57.1ml
NAEDTA.2ZH70 (SIBIMA) 1eetreriiitiiiteeiteeiteesteeeteesreeveereestaesaeesaaesaesaveeseesseesasessnesnseens 37.2g
[ DY O I o [T a1 B - o - USSP 1L

2.2.2. _PURIFICACIO DE BANDES D’AGAROSA

Una vegada es realitza la clonaciéo d’'un gen o la digestié d’'un vector, ens pot
interessar aillar-lo. Per fer-ho, ho correm tot en un gel d’agarosa i amb I'ajuda d’un
transil-luminador i un bisturi, aillem la banda d’interés. A continuacié necessitem
extreure I'agarosa i purificar la mostra, i per a tal proposit utilitzem el kit QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen), que es basa en un sistema de columnes amb resines de silica-
gel on s’uneix el DNA de 70pb a 10kb.
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Protocol:

1. Introduir la mostra aillada del gel en un tub i pesar-la. El pes maxim que es pot processar per
columna és de 400mg d’agarosa

2. Afegir el tampo6 QG en una proporcid 1:3 (per exemple a una mostra de 100mg haurem d’afegir
300ul de tampd)

3. Escalfar el tub a 502C durant 10min o fins que I’agarosa es dissolgui

4. Afegir un volum de isopropanol (en referéncia al pes inicial) i homogeneitzar

5. Traspassar el contingut a una columna QlAquick (volum maxim de 750pl; en cas de superar-lo,
repetir els passos 5 6)

6. Centrifugar a maxima velocitat durant 1min

7. Descartar el liquid que ha passat a través de la columna

8. Afegirala columna 750 pl de tampd PE i incubar 2-5min

9. Centrifugar a maxima velocitat durant 1min

10. Descartar el liquid que ha passat a través de la columna

11. Centrifugar a maxima velocitat durant 1min

12. Descartar el possible liquid que hagi passat per la columna i canviar el tub receptor de I'eluent

13. Afegir 30ul de tampd d’elucid al centre de la membrana, deixar-ho durant 1min

14. Centrifugar a maxima velocitat durant 1min

15. Recollir I'eluent i valorar la seva concentracié per espectrofotometria o Nanodrop (Thermo
scientific)

2.3. VECTORS D’EXPRESSIO

Els vectors o plasmidis ens permeten sobreexpressar o silenciar gens, crear
adenovirus etc. Per a poder crear un vector d’expressié s’han de seguir unes passes

generals
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2.3.1. _AMPLIFICACIO PER A LA CLONACIO DE GENS

2.3.1.1. Expand High Fidelity PCR System
Aquest kit distribuit per Roche és una mescla de polimerases, on una d’elles

proofreading, ens assegura que el transcrit amplificat no contingui mutacions.

Protocol:
1.Afegir en un tub lliure de RNases i DNases:
Mescla de dNTPS @ 1OMM ...ocuviiiieiierieeieee et see e s e st e e aeebeeaeenaees 1ul
Mescla d’encebadors @ 10UM .......ccccoovveeeiiiieciieeniieeeieees s 2ul
Tampé de reaccio de High Fidelity amb MgCl, 15mM 10x... ... 5l
DINA ettt e s e se s se s esa e reeeen 2ul
Expand High Fidelity enzyme mix. ... 0.75ul (2.6V)
[ DY O [ A | BT o - OO SRS 39.25ul
2.Mesclar amb la pipeta i centrifugar breument
3.Introduir al termociclador en aquestes condicions:
949(C---mmm oo 2min =
10 cicles de: ﬁ
L 15s I
550 —-30s 2
729C-----mmmmmeemeee 1min (la fase d’extensi6 depén de la longitud del transcrit, 1Kb/1min)
25 cicles de:
940 15s
552C-----—mmme - 30s
729C----mmmmmmmmm e 1min + 5s per cada cicle
7292C----mmmm e 7min
/1 o R oo

2.3.2. DIGESTIO DE VECTORS

A través del mapa del vector o plasmidi, s’han de localitzar els llocs on volem que
els enzims de restriccid actuin, d’aquesta manera podrem alliberar els fragments
d’interés o obrir un plasmidi per poder afegir una regi6 d’interés. Els enzims de
restriccié van ser adquirits a New England Biolabs i van acompanyats dels reactius

necessaris per al procés de digestio.

Per realitzar digestions multiples, haurem d’observar les compatibilitats dels enzims
i els seus tampons corresponents per escollir el de més rendiment. Si no soén
compatibles, la digestié s’haura de fer de forma sequliencial. Altres aspectes a tenir en
compte a I'hora de seleccionar un enzim de restriccidé és que tingui star activity
(activitat estrella), on en algunes condicions pot reconeixer seqiéncies diferents a les
predeterminades, o que la digestié sigui inhibida per la preséncia de grups metil

(introduits per metiltransferases presents en certes soques bacterianes).
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Protocol (orientatiu):
1. Afegir en un tub:
[ T g V1o [l oY o [F={ T | PRSPPSO
B 11 0] o Yo 20 0 ) U UPORUSRPPTPRN
BSA (Si fOS NECESSAIT) L0X..cuverueruieierrieieeieniesieeitente sttt ettt seesae st et e b sie e e
ENZIM d@ FESTIICCIO wuvieeriei ettt ettt et e e rae e et eeneeeenaeean
[ DY O [T A | B - o = T RO TSROSO
2. Incubar la mostra a 372C durant 2 hores

2.3.3. LLIGACIO DE FRAGMENTS
Després d’obrir el vector i tenir el fragment (insert) també digerit (el que volem

introduir al vector), es procedeix a la lligacié d’'ambdés.

Per saber la quantitat de vector i fragment que necessitem utilitzarem la segiient

formula:

insert(pb) x Vector(ng)
vector(pb)

x insert : vectorRatioMolar

Insert(ng) =

La quantitat normalment emprada de vector és sobre uns 30 ng. El ratio molar més

baix a emprar és de 1 per vector i 3 per l'insert.

Protocol:

1. Afegir al tub de 0.5 ml:
Vector tallat i purificat
Insert tallat i PUMIFICATt ....ceevvereeieee e
TAaMPO € HlIZACIO 5X evveveeieeeieieie et ettt eeete e reesseesnneeneeees
T4 DNA [igasa (5 U) (INVITrOZEN) c...vveeeiiieciiieeeeeetee ettt 1l
[ YO [ d| BT o - USSP

2. Deixar la preparacié a 162C durant 16 hores

2.3.4. CLONACIO DE FRAGMENTS DE PCR

Per a la clonacié de fragment de PCR es va emprar el kit pGEM-T Easy Vector
System (Promega), que permet aprofitar la caracteristica dels fragments de PCR que
presenten extrems protuberants 3° amb una adenina. Tedricament amb el kit Roche
Expand High Fidelity PCR System els extrems no presenten aquesta caracteristica
degut a l'activitat de la polimerasa proofreading, pero a la practica també poden ser

clonats d’aquesta forma sense afegir adenines en I'extrem 3’.
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Aquest kit conté un vector pGEM-T Easy que esta obert i presenta extrems

protuberants 3° amb una timidina, fet que permet la seva no recircularitzacié i que es

puguin lligar els fragments que es volen clonar. A més a més, el lloc d’obertura

d’aquest vector, és al mig del gen LacZ que codifica per a la B-galactosidasa. Quan es

clona satisfactdériament un gen, es crea un gen aberrant de LacZ i no es produeix

I'expressié d’'una B-galactosidasa funcional. D’aquesta manera se’ns facilita la seleccio

de clons que expressen el vector amb el nostre fragment d’interés.

Protocol:

1. Afegir en un tub:
VECLOr PGEMT=CASY . .vviiiiiieiiiie it estee et et e sttt e s e e e sbe e e s beeesstaeesabeeesaseessaeaensnas 0.5ul
Insert tallat i PUIFICAT ....oeeevereeieeee e 1/2ul
Tampo de 1ligacio rapida 2X ....ueeveeceeeeereesieeie et ee e sneeneeas Sul
TA DNA JIBASA..uuiiiiiiieiiieeetie et et eeette e et e e et e e ebee e e tee e e tbeeeesbeesasbaeessseessaeesnraaennns 1ul (3V)
[ YO [T A | B - o - OSSPSR fins 10ul

2. Deixar la preparacié a 162C durant 16 hores

2.3.5. TRANSFORMACIO DE BACTERIS COMPETENTS

Per amplificar els vectors s’han utilitzat bacteris competents E.coli DH-5a

Invitrogen), bacteris SCS110 (Stratagene) deficients per dues metilases (Dam i Dcm) o

bacteris casolans.

Protocol:

1.
2.

W ~NOU AW

11.

Descongelar en gel I'aliquota de bacteris (30-50ul)

Prop d’una flama, afegir el vector lligat o el que es desitja amplificar (en cas de les lligacions, una
tercera part del volum la lligacié; en cas d’un vector uns 10ng)

Deixar 30min en gel

Xoc térmic posant el tub a 429C durant 1min

Deixar 2min en gel

Afegir 1ml de LB (lysogeny broth) sense antibiotic i incubar en agitacié a 372C durant 1h
Centrifugar 4min a 2.000rpm (només per a les lligacions)

Aspirar sobrenedant i deixar només uns 150pl de LB amb bacteris

Plaguejar a una placa de LB agar amb ampicil-lina (en el cas de vectors amb el gen LacZ també
X-gal) estenent tot el volum fins la seva completa absorcié

Deixar a 372C durant unes 12-18h (tota la nit)

Evitar deixar créixer en excés per la possible aparicié de colonies satéllit (bacteris aliens a
I’experiment que creixen en llocs on s’ha esgotat I'antibiotic per I'actuacié dels bacteris que hem
sembrat)
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Solucions utilitzades:
LB (Luria-Bertani medium)
1. Afegir a una proveta (per fer 0.5 litre):

Bacto-triptona (Becton DICKINSON) .........ccvevuieriiiieere ettt cee e 5g

Bacto yeast extract (Becton DickinSON).........ccecuevererienienieneeienieseneesee e 2.5g

NACT (SEIVA) ettt ettt ettt e et e etr e e e eaaeeeetae e ebeeeesaeeenneas 5g

HoO destil-lada.....oi e e e fins 500ml

2. Ajustar el pH a 7.4 amb una solucié de NaOH
3. Autoclavar per esterilitzar
LB agar
1. Afegir:
LB SENSE QULOCIAVAN ...eiiiieeiiecieeieetiee et
Bacto-agar (Becton Dickinson)
2. Autoclavar per esterilitzar
3. Quan es refredi (sense que arribi a polimeritzar) afegir ampicil-lina (Normon) a una
concentracio final de 100ug/ml
4. Prop de la flama, traspassar el LB agar sense polimeritzar a plaques de Petri (Soria Genlab) i
deixar refredar fins la seva completa polimeritzacio
5. Conservar les plaques a 42C
LB agar — X-gal/IPTG
1. Ales plaques anteriors, abans de sembrar s’ha d’afegir i estendre fins a la seva total absorcid:
25ul X-gal (Promega) (50ug/ul) i 10ul d’IPTG (Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosido) (357mM)
(Amersham)

2.3.6. AMPLIFICACIO (CREIXEMENT DE BACTERIS EN MEDI LiQUID)

Una vegada sembrats els bacteris en un medi solid com el LB agar, es procedeix a
la seva seleccid i pesca. Amb una punta estéril i prop d’'una flama, es toca una uUnica
colonia. | seguint prop de la flama aquesta punta es diposita a linterior d'un tub
d’assaig esteril de 12ml amb tap (Falcon) que conté 3 ml de LB amb ampicil-lina
(100ug/ml).

Deixem créixer el cultiu bacteria durant aproximadament 12h (tota la nit), on
obtindrem un caldo de cultiu térbol, el que vulgarment anomenariem “mini”. Si
desitgem amplificar més el cultiu, traspassarem el contingut del tub en un ambient
estéril a una ampolla o erlenmeyer estéril que contingui 100ml LB ampicil-lina

(midiprep) o més de 150ml (maxiprep).
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2.3.7. PURIFICACIO DE PLASMIDIS BACTERIANS

2.3.7.1. A petita escala o processament de minipreps
Hem emprat un metode de columnes de silica gel per aillar els plasmidis (Attend
Bio).

Protocol:

Centrifugar 1.5ml de brou de cultiu durant 2min a 12.000rpm

Treure el sobrenedant i afegir al pel-let de bacteris 100ul de solucid |, deixar 1min (conté DNasa)
Afegir 200ul de solucid Il, homogeneitzar bé i incubar 1min

Afegir 350l de solucid Ill, homogeneitzar la mescla i incubar 1min

Centrifugar durant 5min a 12.000rpm

Transferir el sobrenedant a la columna

Centrifugar durant 2min a 10.000rpm

Afegir 500pl de solucid de rentat

Centrifugar durant 2min a 10.000rpm

Repetir els passos 89

Centrifugar durant 1min a 8.000rpm per extreure de la columna restes liquides

LN AEWNRE
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Afegir 35ul de solucié EB (elution buffer) al centre de la columna i incubar durant 2min
13. Canviar el tub recol-lector
14. Centrifugar durant 2min a 10.000rpm

-
o

Quantificacio de la mostra

2.3.7.2. A mitjana (midiprep) o gran escala (maxiprep)
Per a la purificacié de volums superiors es va emprar el kit de Qiagen Plasmid maxi

o midi.

Protocol:

Centrifugar 150ml de maxi en tubs de 50ml a 6000g, durant 15min a 42C

Eliminar el sobrenedant per decantacid i re-suspendre el pel-let en 10ml de tampd P1
Afegir 10ml de tampd P2 i agitar per inversio 4 o 5 vegades

Incubacié a temperatura ambient durant 5min

Afegir 10ml de tampd P3 i agitar per inversid 4 o 5 vegades

Incubar en gel durant 20min

Centrifugar a 220.000g durant 30min a 42C

Traspassar sobrenedant, amb la precaucié de no arrossegar cap residu solid al nou tub
Centrifugar a 220.000g durant 15min a 42C

Afegir a una columna QIAGEN-tip 500 10ml del tamp6 d’equilibracié QBT, menyspreant I'eluent
Afegir a la columna els 30ml de sobrenedant obtinguts de I'Gltima centrifugacié, amb la
precaucié de no arrossegar cap residu solid

12. Menysprear I'eluent

13. Afegir 30ml del tampd QC a la columna

14. Menysprear I'eluent

15. Afegir 30ml del tampd QC a la columna

16. Menysprear I'eluent

17. Afegir 15ml del tampd QF i recollir I'eluent en un tub nou

18. Afegir 10.5ml d’isopropanol i agitar per a la seva completa homogeneitzacid

19. Incubar 30min a -20°C

20. Centrifugar a 215.000g durant 30min a 42C

LoOoNOUEWNR
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= O
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21. Eliminar sobrenedant

22. Afegir 400pl d’etanol 70% i re-suspendre el pel-let

23. Traspassar els 400ul a un tub eppendorf

24. Afegir 400ul més d’etanol 70% al tub i recollir el que quedi de pel-let
25. Traspassar a I'eppendorf

26. Centrifugar a 215.000g durant 10min a 42C

27. Eliminar el sobrenedant amb compte de no desenganxar el pél-let

28. Deixar assecar a temperatura ambient per eliminar les restes d’etanol
29. Re-suspendre en uns 200ul de TE

2.3.8. AMPLIFICACIO PER A SEQUENCIACIO

Per comprovar que les amplificacions realitzades no contenen mutacions es va
realitzar la seva seqlenciacié a través del kit BigDye Terminator v3.1 Cycle

Sequencing kit (Applied Biosystems).

§ Protocol:

) 1. Afegir en un tub eppendorf:

El Mostrade DNA........ccccvveeineennns ... 0.35ug
= Terminator ready reaction mix.. .2l

HO e e fins 10ul
2. Mesclar amb la pipeta i centrifugar per baixar el contingut al fons del tub
3. Introduir al termociclador aquestes condicions:

962C--------mmmmmmmeee- Smin
25 cicles de:
969------mmmommoo oo 10seg
502C----------mmmme oo Sseg
602C----=--=mmmememeen 4Amin
609C-----------mmmmmoem S5min
BOCmmmmmmmmmmeeee oo

4. Enfinalitzar la reaccié afegir 10ul més d’ H,0

Les mostres es van portar al departament de gendmica del Parc Cientific de
Barcelona. Una vegada sequenciades fem la seva analisi amb el programa Chromas i

tecniques basiques d’'alineament (Blast).

2.4. VECTORS D’EXPRESSIO CREATS

2.4.1. pCMVTnt-Wnt9a
Es va amplificar la sequéncia de Wnt9a per PCR, a partir de cDNA de cervell de

ratoli d’estadi e17.5 de desenvolupament, utilitzant els encebadors indicats a la taula
de I'annex. Un cop amplificat es va clonar dins del vector pGEM-T per després clonar-
lo dins del vector d’expressio pCMVTnt utilitzant les dianes de restriccié EcoRI (5') i
Xbal (3).
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2.4.2. pCMVTnt-Wnt7b
Es va amplificar la seqiiencia de Wnt7b per PCR, a partir de cDNA de pancrees de

ratoli d’estadi e15.5 de desenvolupament, amb els encebadors indicats a la taula de
'annex. Un cop amplificat es va clonar dins del vector pGEM-T per després clonar-lo

dins del vector d’expressio pCMVTnt utilitzant les dianes de restriccido EcoRI (5°) i Xbal

(3).

2.4.3. PAC.CMV-Wnt9a
Es va amplificar la seqléncia de Wnt9a a partir de cDNA de cervell de ratoli
d’estadi e17.5 de desenvolupament amb els encebadors indicats a la taula de I'annex.
Un cop amplificat es va clonar dins del vector pGEM-T per després clonar-lo dins del

vector d’expressié PAC.CMV utilitzant les dianes de restriccio EcoRI (5°) i Xbal (3’).

2.4.4. pCDNA3.1-myc.Wnt9a
Es va amplificar la sequéncia de Wnt9a a partir de cDNA de cervell de ratoli

d’estadi e17.5 de desenvolupament amb els encebadors indicats a la taula de I'annex.
Un cop amplificat es va clonar dins del vector pGEM-T per després clonar-lo dins del
vector d’expressié pCDNAS3.1 utilitzant les dianes de restriccié EcoRI (5’) i Xbal (3’).

2.5. IMMUNOPRECIPITACIO DE CROMATINA (ChIP)

La Immunoprecipitaci6 de Cromatina és un metode bioquimic usat principalment
per a determinar la localitzaci6 en el genoma d'histones modificades i d'altres
proteines in vivo. Aquesta técnica consisteix en I'Us d'un anticos que reconeix la

proteina d’interées.

La ChIP consta basicament de dos passos, inicialment es fa un entrecreuament
amb formaldehid del DNA a les proteines unides a aquest in vivo, fixant aixi les
interaccions proteina-proteina i les interaccions proteina-DNA. El segiient pas és la
immunoprecipitacié dels complexes proteina-DNA amb anticossos especifics a partir
d'extractes préviament sonicats, per a fragmentar la cromatina. Les sequéncies
especifiques de DNA immunoprecipitades sén llavors amplificades per PCR per a
determinar si han estat o no enriquides en les mostres corresponents per a cada

anticos.
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Protocol:

1.

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
1.5.
1.6.
1.

1.1.

1.2.
1.3.
1.4.
1.5.
1.6.
2.

2.1.

2.2.
2.3.
3.

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
4.

4.1.

4.2.
4.3.

4.4.
4.5.

5.1.
5.2.

6.1.
6.2.
6.3.
6.4.

7.1.

7.2.
7.3.
7.4.

A) Crosslinking cél-lules:

Rentar les cel-lules amb 10ml de DPBS 1x

Afegir 9ml de 1% formaldheid i incubar 15min a temperatura ambient en agitacio

Neutralitzar la reaccio afegint 1ml de 1.25M Glicina i deixar durant 3-5min

Rentar dues vegades la placa amb DPBS 1x fred

Afegir 1ml de DPBS i rascar les cel-lules de la placa

Centrifugar a 2000gx durant 5min a 42C

B) Crosslinking teixits:

Fem extraccié de teixit pancreatic embrionari a e14.5, col-locant un minim de 8 primordis
pancreatics per tub

Rentar els primordis amb 10ml de DPBS 1x

Afegir 9ml de 1% formaldheid i incubar 15min a temperatura ambient en agitacio

Neutralitzar la reaccio afegint 1ml de 1.25M Glicina i deixar durant 3-5min

Rentar dues vegades els primordis amb DPBS 1x fred

Centrifugar a 2000gx durant 5min a 42C

Extraccid de la cromatina

Re-suspendre el pel-let de cél-lules amb 1ml de tampd de lisi | i incubar 10min en gel

En el cas dels primordis, homogeneitzar la mostra amb un homogeneitzador manual

Centrifugar a 1000gx durant 5min a 42C

Re-suspendre el pel-let amb 300-400ul del tampd de lisi Il i incubar 10min en gel

Fase de sonicacid o fragmentacié de la cromatina

Sonicar per un total de 50-60seg, repartit en 5-6 torns a una poténcia de 7 (BRANSON-
Sonifier150) Reposar minim 1min en gel entre torns de sonicacid

Centrifugar a 10.000gx durant 15min a 42C

Recollir sobrenedant *

En aquest pas es pot congelar la cromatina i mantenir a -802C per continuar un altre dia (es
estable fins una setmana a 42C) o continuar amb el protocol

Immunoprecipitacié de la cromatina

Diluir la cromatina amb tampé de dilucié

Quantificar el DNA

Emprar 100-200ug cromatina per condicié d’immunoprecipitacié en un volum final de 500-
1000ul. (IMPORTANT: Guardar una part de cromatina diluida per utilitzar com a control de
precipitacid (input); 50ul si el volum d’immunoprecipitacié és de 500p)

Afegir 2-5ng d’anticos especific (en paral-lel tindrem un tub on immunoprecipitarem amb
anticos control, I1gG de I'espécie de I'anticos especific)

Incubar en rotacié durant tota la nit a 42C (aproximadament 16h)

Acoblar I'anticos primari a les beads magnetiques (Dynabeads ® Invitrogen)

Afegir 25ml de Dynabead per condicid previament rentades amb DPBS

Incubar 2-3h en rotacio a 42C

Rentats

Utilitzant el suport magnétic extreure el sobrenedant i rentar amb 1ml de tampé de rentat baix
en sals deixant en rotacié durant 4min

Rentar amb 1ml de tampd de rentat alt en sals deixant en rotacié durant 4min

Rentar amb 1ml de tampd de rentat amb LiCl deixant en rotacié durant 4min

Rentar 3 vegades amb tampd TE deixant en rotacié durant 4min en cada rentat

Elucio

Precipitar les beads amb el suport magnetic, treure sobrenedant i afegir 250ul de solucié
d’elucio

Incubar en rotacié durant 15min a temperatura ambient

Guardar el sobrenedant i repetir els dos passos anteriors

Tenim un volum final de 500ul
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8. Crosslinking revers
8.1. En aquesta fase també afegim els inputs on per tenir el mateix volum que als eluits afegim

tampd d’elucid fins arribar a 500yl
8.2. Afegim 20ul de NaCl 5M a cada tub
8.3. Incubar a 652C4-16 h
9. Digestié amb proteinasa K
9.1. Afegir:20ul Tris pH 6.5 1M
10ul EDTA 0.5M
2ul proteinasa K 20mg/ml
9.2. Incubar durant 2h a 452C
10. Recuperacié del DNA
10.1. Purificar la cromatina emprant el kit Quiquick (Qiagen)

*Comprovar la mida de la cromatina

e Syl extracte

e 35ulH,0,

e 1ul0.5M EDTA
e 2ul proteinasa K

Mantenir 1h a 45 °C
Revelar en un gel d’agarosa al 1%

o
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Solucions utilitzades:
Tampd de lisi |
. Hepes pH7.5 0.05M
. Nacl 0.14M
. EDTA 1mM
=  Glicerol 10%
. NP-40 0.5%
= Trit6-X-100 0.25%
. Inhibidor de proteases 1x

Tampd de lisi ll
= Tris pH8.1 50mM

. EDTA 10mM

. SDS 1%

= Inhibidor de proteases 1x
Tampd de dilucid

=  Tris pH8 21mM

. EDTA 2.2mM

. NaCl 167mM

. Trit6-X-100 1.1%

= SDS0.01%

= Inhibidor de proteases 1x
Tampd de rentat baix en sals

= Tris pH8 20mM

=  NaCl 150mM

. EDTA 2mM

= Trit6-X-100 1%

. SDS 0.1%
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Tampé de rentat alt en sals
= Tris pH8 20mM

NaCl 500mM

EDTA 2mM

Trit6-X-100 1%

SDS 0.1%

Tampé de rentat amb LiCl
= Tris pH8 10mM

= LiCl0.25M

. EDTA 1mM

. NP-40 1%

= Deoxicolat de sodi 1%
Tampd TE

= Tris pH8 10mM

. EDTA 1mM
Tampé d’elucid

=  SDS1%

*  NaHC0;0.1M

3.RNA

3.1. EXTRACCIO DE RNA

Per procedir a I'extracci6 de RNA, tot el material emprat ha d’estar lliure de
ribonucleases (RNases). Les pipetes, guants, superficie i materials de treball han de
ser tractats per assegurar un ambient lliure de RNases. Per aixd s'utilitza de forma
rutinaria RNaseZAP (Sigma).

Tres meétodes diferents d’extracci6 de RNA han estat utilitzats: el TRIzol®
(Invitrogen), I'extraccié mitjangant columnes de QIAGEN (RNeasy mini o micro kit) i
I'extracciéd per fenol/cloroform, ja sigui per cultius cel-lulars, teixits embrionaris i/o

adults.

3.1.1. METODE DE PURIFICACIO PER TRIZOL

Aquest métode es basa en la separacié en una bifase aquosa-organica, seguida de
precipitacié. Es va emprar majoritariament per cél-lules en cultiu i també per alguns
teixits (no pancrees). Una vegada recollides les mostres i ben homogeneitzades

poden no processar-se i conservar-se a -80°C fins el seu Us.
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Protocol:

1.
1.1.

1.2.

1.3.

2.2.

3.1.
3.2
3.3.
3.4.

4.1.

4.2.

5.1.
5.2.

6.1.
6.2.
6.3.

Homogeneitzacié de cel-lules en cultiu

Aspirar el medi de cultiu de les cél-lules i fer un rentat amb DPBS (Dulbecco's Phosphate
Buffered Saline-Sigma)

Posar la placa sobre una superficie freda i afegir el volum adequat de TRIzol en funcié de la placa
(1ml per una de 1Ocm2)

Pipetejar varies vegades el volum fins que les cél-lules es desenganxin i recollir el contingut en
un tub eppendorf

Homogeneitzacid de teixits

. Afegir TRIzol en un tub Falcon de 15ml en quantitat suficient per al teixit que es desitgi

processar (100mg teixit- 1ml TRIzol)

Homogeneitzar la mostra amb un homogeneitzador tipus Ultra turrax (IKA-WERKE®, Ultra turrax
T8-10) o similar a una velocitat adequada per evitar I'escalfament de la mostra

Separacid de fases

Incubar la mostra amb TRIzol durant 5min a temperatura ambient

Afegir 0.2ml de cloroform per cada ml de TRIzol utilitzat en ’homogeneitzacid i agitar durant 15s
Incubar 3min a temperatura ambient i centrifugar 15min a 12.000g a 42C

Recollir la fase superior (aquosa) i transferir-la a un nou tub

Precipitacid de 'RNA

Afegir 0.5ml d’isopropanol per cada ml de TRIzol inicial i incubar les mostres 10min a
temperatura ambient

Centrifugar a 12.000g durant 10min a 42C

Rentat de I'RNA

Eliminar sobrenedant i afegir 1ml d’etanol 70% per ml de TRIzol inicial

Agitar la mostra i centrifugar a 7.500g durant 5min a 42C

Redissolucid de 'RNA

Eliminar el sobrenedant amb compte de no desenganxar el pel-let del fons

Deixar assecar a temperatura ambient el pél-let

Re-suspendre el pel-let amb H,0 lliure de RNases (quantitat variable en funcié de la quantitat
d’RNA extreta)

3.1.2. METODE DE PURIFICACIO PER COLUMNES (RNEASY MINI KIT)

Aquest métode de purificacié es basa en la capacitat d’'unes resines de silica gel

per captar fragments de RNA superiors a 200pb (parells de bases). Aquest méetode

s’ha utilitzat per I'extracci6 de RNA d’illots i pancrees embrionaris desde e€12.5 fins

€16.5, i per la majoria d’experiments de cél-lules en cultiu.

Protocol:
1. Homogeneitzacid

1.1.

1.2.

1.3.

2.1.
2.2.

Partir d’un pel-let d’illots (minim 100 fins 300) o del primordi pancreatic de I'edat compresa
entre e12.5 fins e16.5 i afegir 600ul de la solucié RLT, on hem afegit B-mercaptoetanol (10pL de
B-mercaptoetanol per ml de RLT)

Homogeneitzar el teixit amb una xeringa estéril de 30G (En aquest pas es pot conservar a -802C
o seguir amb el protocol)

Afegir el mateix volum d’etanol 70% i mesclar-ho tot bé amb la pipeta

Carrega a la columna

Afegir un maxim de 750pl de la mescla a la columna i centrifugar 1min a 10.000rpm

Descartar liquid que esta al tub recol-lector i repetir el pas 2.1 fins esgotar la mostra
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2.3. Rentar la columna amb 350ul de la solucié RW1, centrifugar 1min a 10.000rpm i descartar el
liquid que ha passat a través de la columna

3. Tractament amb DNasa

3.1. Afegir 80ul de la solucié de DNasa (70ul de la solucié RDD més 10ul de la solucié de DNasa)
directament sobre la membrana de la columna

3.2. Incubar a temperatura ambient durant 20min

3.3. Descartar el liquid que ha passat a través de la columna

4. Rentatsielucid

4.1. Afegir 500ul de la solucié RPE, centrifugar 1min a 10.000rpm i descartar el liquid que ha passat a
través de la columna

4.2. Repetir el pas anterior

4.3. Centrifugar a 8.000rpm durant 1min

4.4. Canviar el tub eppendorf receptor de I'eluent

4.5. Afegir de 35-40ul d’aigua lliure de RNases directament sobre la membrana silica gel i incubar
1min a temperatura ambient

4.6. Centrifugar a 10.000rpm durant 1min

3.1.3. METODE DE PURIFICACIO PER FENOL/CLOROFORM

L'extraccio de RNA pel métode fenol/cloroform hauria de ser sempre de teixit
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acabat d’extreure. En cas de no ser possible, es poden tractar les mostres amb
RNAlater (Ambion). Aquest metode és oOptim per extreure el RNA de pancrees

embrionari des del dia e17.5 de desenvolupament fins I'adult.

Protocol RNAlater:

1. Submergir la mostra fresca en 5-10 volums (pes/volum) de RNAlater

2. Deixar la mostra a 42C durant 12h

3. Eliminar el RNAlater per decantacio i congelar la mostra a -802C fins el seu Us

Aquest protocol es basa també en la separacid del RNA per bifases organiques-aquoses,
conjuntament amb processos de precipitacid amb alcohols. Es recomana no fer moltes mostres de
forma simultania, ja que es compromet la rapidesa dels diferents passos del protocol comprometent
aixi I'integritat del RNA.

Protocol per un pancrees de ratoli (~0,5g de teixit):

1.  Extraccié per tiocianat de guanidina (guanidine thyocyanate)

1.1. Afegir 10ml de solucié desnaturalitzant en un falcon de 50ml i refredar en gel (Nalgene® PPCO

#3119-0050)

1.2. Extreure el pancrees i introduir-lo al tub

1.3. Homogeneitzar la mostra amb un homogeneitzador de tipus Ultra turrax, o similar a velocitat
mitja per evitar I'escalfament de la mostra

1.4. Afegir una desena part del volum inicial d’acetat sodic 2M

1.5. Afegir 10ml de fenol/cloroform:isoamil alcohol (PCl) i agitar vigorosament

1.6. Incubar la mostra 15min en gel i centrifugar a 10.000g durant 20min a 42C

1.7. Recollir sobrenedant (fase aquosa) i transferir-lo a un tub nou

2. Repetir extraccié per PCI

2.1. Afegir ala fase aquosa 10ml PCl, agitar i incubar durant 5min en gel

2.2. Centrifugar a 10.000g durant 20min a 42C

2.3. Recollir sobrenedant (fase aquosa) i transferir-lo a un tub nou




3.

3.1.
3.2.
3.3.
4.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4,
4.5.
5.

5.1.
6.

6.1.
6.2.
6.3.
6.4.
7.

7.1.
7.2.

7.3.
7.4.
8.

8.1.

8.2.
8.3.
8.4.
9.
9.1.
9.2.
9.3.
10.
10.1.
10.2.
10.3.
11.
11.1.
11.2.
11.3.
11.4.
11.5.
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Precipitar el RNA
Afegir 10ml d’isopropanol i incubar la mostra 20min a -202C

Centrifugar la mostra a 10.000g durant 20min a 42C

Descartar el sobrenedant sense desenganxar el péel-let

Repetir extraccid per PCl

Re-suspendre el pel-let en 5ml de solucié desnaturalitzant

Afegir 500uL d’acetat sodic 2M

Afegir 5ml de PCl, agitar i incubar durant 5min en gel

Centrifugar a 10.000g durant 20min a 42C

Recollir sobrenedant (fase aquosa) i transferir-lo a un tub nou

Precipitar el RNA

Repetir apartat 3 partint de 5ml d’isopropanol

Extraccid per hidroclorhidrat de guanidina (guanidine hydrochloride)

Re-suspendre el pél-let en 10ml solucié hidroclorhidrat de guanidina

Afegir 10ml de PCl, agitar vigorosament durant 1min

Centrifugar a 10.000g durant 20min a 42C

Recollir sobrenedant (fase aquosa) i transferir-lo a un tub nou

Precipitar el RNA

Afegir 0.5ml d’acetat sodic 2M

Afegir 10ml d’etanol 100% i incubar 20min a -202C (En aquest punt del protocol es pot parar
per un periode de temps raonable)

Centrifugar a 10.000g durant 20min a 42C

Descartar el sobrenedant sense desenganxar el pel-let

Reprecipitar el RNA

Re-suspendre el peél-let en 1ml d’hidroclorhidrat de guanidina. Distribuir el ml en dos tubs

eppendorf (0.5ml + 0.5ml) i afegir a cadascu 50pl d’acetat sodic 2M

Afegir a cada tub 1ml d’etanol 100% i incubar les mostres 15min a -202C

Centrifugar a maximes revolucions durant 10min a 42C

Descartar el sobrenedant

Rentar el RNA

Afegir a cada tub 1ml d’etanol 10% i centrifugar a maxima velocitat durant 5min a 42C

Descartar el sobrenedant

Re-suspendre el pel-let en 300ul d’aigua lliure de RNases

Precipitar el RNA

Afegir a cada tub 60pl d’acetat sodic 2M i 1ml d’etanol 100%

Incubar les mostres 15min a -802C

Centrifugar a maxima velocitat durant 10min a 42C i descartar el sobrenedant

Rentar el RNA

Afegir a cada tub 1ml d’etanol 70%

Centrifugar a maxima velocitat durant 5min a 42C

Descartar el sobrenedant

Deixar assecar a temperatura ambient el pel-let

Re-suspendre’l en 250pl d’aigua lliure de RNases

Solucions utilitzades:

Solucié desnaturalitzant (guardar a 42C)

#75651 Promega. Contingut:
26mM citrat sodic (pH 4.0)
0.5% N-lauril sarcosina
0.125M B-mercaptoetanol
4M tiocianat de guanidina

Solucié d’hidroclorhidrat de guanidina (guardar a 42C)

6M hidroclorhidrat de guanidina (Sigma)
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0.025M EDTA (acid etilendiaminotetraacétic) (Sigma)
0.0107M B-mercaptoetanol (Sigma)

Fenol: Cloroform: Isoamil alcohol (PCl), 99:24:1 (guardar a_42C)
99ml fenol
24ml cloroform
1mlisoamil alcohol
Recobert amb 50ml de 42mM citrat sodic, pH 4.3-4.7

3.2. QUANTIFICACIO DEL RNA I DETERMINACIO DE LA SEVA
INTEGRITAT

La valoracié de la quantitat de RNA es va fer inicialment per espectroscopia,
valorant la seva absorbancia a 260nm i utilitzant la formula de Beer-Lambert, on
s’estableix la relacié lineal entre I'absorbancia i la concentracié. Amb el temps, el
laboratori va adquirir un Nanodrop (Thermo Scientific), espectrofotdmetres de nova
generacio que amb 1ul de mostra poden valorar la seva absorbancia i tenen un rang
de treball de 2 a 4000ng/pl. Una forma indirecta d’observar la puresa del RNA és a
través de la ratio de les absorbancies de la mostra a 260 i 280nm. Ratios Abs,gy/Absagg

iguals o superiors a 1,8 indiquen una qualitat optima del RNA.

Quan s’extreu el RNA d’'un material biologic és fonamental garantir la seva qualitat i
poder assegurar d’aquesta manera, que els resultats obtinguts en els seglents
experiments siguin valids. Quan extraiem RNA total, aquests és ric en RNA ribosomals
(rRNA) 18s i 28s. En observar el seu perfil, per garantir un bona qualitat, s’han de

poder observar dues bandes de major intensitat que corresponen als rRNA.

3.2.1. DETERMINACIO DE LA INTEGRITAT DEL RNA PER ELECTROFORESI EN
GEL D’AGAROSA DESNATURALITZANT

Tot el material ha de ser lliure de RNases. Es convenient emprar material exclusiu

per aquest tipus de gels.

Protocol:
e Preparacié d’un gel d’agarosa desnaturalitzant (50ml):
1. Afegir a un recipient:
ANgUa 1lIUre de RNASES ....ccveiiiiiriierieereeteesiee sttt s sr e s 35ml
J e LT I (Y 1=40 4 - 1SS 0.55g
2. Escalfar en un microones fins que I'agarosa es fongui
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3. Afegir:
MOPS (tampé d’acid 3-(N-morfolino)propanosulfonic) 10x (Ambion) ........... S5ml
Formaldehid al 30% (SIiZMa).....ccueeiiiieiiiie et e 10ml

4. Deixar polimeritzar amb una pinta per formar els pouets
5. Introduir el gel en una cubeta amb tampd MOPS 1x

e Preparacié de les mostres:
1. Traspassar entre 3 i 5ug de RNA en un tub
2. Afegir 15ul de tampd formaldehid de carrega (Ambion)
3. Escalfar la mostra 15min a 652C (desnaturalitzacid) i refredar en gel
4. Afegir 1ul de bromur d’etidi (Sigma) i carregar les mostres en el gel i sotmetre’l a una carrega

d’uns 50V

Una vegada el gel ha corregut més o menys 5cm es visualitza amb una lampada
UV, on, si la integritat és correcta, s’han d’observar dues bandes més intenses, essent

la de 28s (superior) més intensa que la de 18s (inferior).
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FIGURA 20. Revelat d'un gel on la primera columna és un RNA totalment degradat i el de la
segona té una qualitat molt superior.

3.2.2. DETERMINACIO DE LA SEVA INTEGRITAT PER BIOANALYZER

Aquest aparell de Agilent es basa en els mateixos principis que I'apartat anterior
pero de forma automatitzada. Aquest fet presenta uns avantatges considerables
davant l'altre métode: més precisid, rapidesa i requeriment de menys mostra. Es una

prova imprescindible per garantir la integritat del RNA en processos com els

microarrays.
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FIGURA 21. Electroforograma d’una mostra d’illots amb gran integritat.

3.3. RETROTRANSCRIPCIO DE RNA A cDNA

Principalment es va emprar la retrotranscriptasa d’Invitrogen SuperScript IlI
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3.3.1. ELIMINACIO DE DNA

Basicament consisteix en el tractament del RNA amb Deoxyribonucleasa |
(DNasal). Aquest tractament no sera necessari per als RNA obtinguts per columnes, ja

que durant aquest protocol ja reben el tractament.

Protocol:

1. Afegira un tub:
RINA et e e ee e e e e ee s eee e seeeeees s eee et eeeeeesseseeseeeeeeeneeeeee 0.5-2ug
Tampé de reaccio de la DNasal ................. 1l
DNasal (TU/JI) couveevieieeieecieeerens 1
AIgUA 11TUre de RNGSES ...cuveeuiieiieriieeii ettt sttt ettt snnesane e fins10ul

2. Deixar 15min a temperatura ambient

Afegir 1ul d’EDTA 25mM, per quelar els cations Mgz+i ca’i que la DNasa quedi inactivada

4. Escalfar la mostra a 652C durant 10min per tal de desnaturalitzar i inactivar definitivament la
DNasa

w

3.3.2. PROTOCOL SUPERSCRIPT III

Protocol:

1. Afegirauntubde0.2 ml:
RANAOM PIIMEIS .vviiiiiiieciieeciee et etee e stee et sbe e st e e s stb e e sbbeesbaeeebseesbaeesnsaeens 0.5ug
YNNI ...0.5a5ug
AIgUA 1lIUre dE RNASES .....veeeeieieeeiieeie e ete ettt e see s te s te et ste e s e e snaeene e reeneeas fins 10ul

2. Escalfar el tub a 702C durant 10min

3. Refredar en gel

4. Afegir:
Tampd de primera cadena (first strand buffer) (5X)......cccecvvevveeveerencere e, 4ul
DTT (ditiotreitol) 0,1M......coeeiieeeieee ettt et e et e e e e aae e e area s 2ul
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Mescla de dNTPS @ TOMM ....coiiiiiieiieeieeieesieesee e e 1l
RNGSEOUT (AOU/I) weeereiesieeieeieste ettt ettt sbe vt naas 0.5l
SUPErSCript NI (200U/I) coeeveere ettt ettt ettt ereens 1ul
AIgUA 1lIUre de RNGSES ...vviiiiiieciieeciee ettt ettt tae st bee e s bae e saree e 1.5ul

5. Incubar en un termociclador a:
252C durant 5min
42°C durant 15min (alineament)
502C durant 60-90min (elongacid)
52C durant 10min
709C durant 15min (inactivacid)
49C fins la retirada del tub

4.ADENOVIRUS RECOMBINANTS

Les construccions viriques sén una eina versatil i molt eficient que permeten tant
sobreexpresar com silenciar gens en cel-lules de mamifers. Tot i tenir gran nombre

d’avantatges com una relativa facilitat de produccio, elevada eficieéncia d’infeccié o
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l'elevada concentracié a la qual els podem obtenir, presenten com a principal

problema una expressié transitoria dels gens d’interes.

Per treballar amb adenovirus és necessari incrementar les condicions de seguretat

i és necessari I's de cabines de flux laminar de bioseguretat nivell 2.

e  Es necessari portar doble guant i bata de maniga llarga amb punys elastics

e Dins la cabina hi ha d’haver un contenidor amb lleixiu al 25% per a residus
liquids; i contenidors rigids per a residus solids (que abans hauran d’haver
estat desinfectats amb lleixiu)

e Al finalitzar, la superficie de treball de la cabina s’haura de tractar amb lleixiu,

aigua i alcohol per a la seva correcta desinfeccio

4.1. GENERACIO DE L’ADENOVIRUS Ad.CMV-Wnt9a

La generacié de l'adenovirus es realitza en la linia cel-lular HEK293 (human
epithelial kidney, cél-lules epitelials humanes de ronyd) i amb la introduccié de dos

plasmidis que contenen la informacio necessaria.

Protocol (per 1 pouet d’una placa de 6 pous):
1. Sembrar 2-3*10° cél-lules HEK293 per pouet
2. Al seglent dia, amb una confluéncia ideal del 70% aproximadament, realitzar la transfeccio:

A. Transfeccié amb Superfect (Qiagen)
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10.

Afegir a un tub esteril:
Plasmidi pJM17....cccoeevevieennnee.
Plasmidi pCCMV.pLpA-Wnt9a
(Ratio pJM17: pCCMV.pLpA 1:2 - 1:4)
Medi DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Sigma) sense suplementar ... 100ul
U] 1T o Lot (O 1 V== ) PSSR 8-16ul

Pipetejar per homogeneitzar la mostra

Incubar 10min a temperatura ambient

Afegir 1ml de medi de cultiu suplementat

Pipetejar per homogeneitzar la mostra

Aspirar el medi de cultiu de la placa

Afegir el contingut del tub a cada pouet

Incubar tota la nit en I'incubador a 372C. Afegir 2ml de medi suplementat i deixar-lo fins que sigui

necessari el seu canvi (anar monitoritzant)

B. Observacio de clapes

11.
12.

Passada una setmana, comprovar |'aparicio de zones on s’observi lisi cel-lular (clapa).
Les clapes apareixen a partir de la segona setmana de la transfeccio, i com a maxim a les 4
setmanes.

12.1. Siapareixen clapes, deixar el medi durant 2-3 dies fins que s’observi una lisi completa
de tot el pou. Moment en el que aspirarem tot el medi que contindra I'adenovirus i
procedirem a la seva congelacio.

12.2. Si no apareixen clapes i el medi s’esgota, és a dir, canvia el pH i comenca a groguejar,
es posa medi de cultiu nou. Si passades 4 setmanes no ha aparegut cap clapa repetir
la transfeccid provant altres condicions.

4.2. AMPLIFICACIO D’ADENOVIRUS RECOMBINANTS

Protocol:

1. Sembrar cél-lules HEK293 en flascons de 25, 75 o 175cm?

2. Quan les cél-lules estan a una confluéncia aproximada del 80% afegir uns 100, 250 o 500yl
d’adenovirus respectivament (aquestes son quantitats orientatives, a major quantitat
d’adenovirus, més rapida sera la seva produccid; i a major volum de medi de cultiu, més diluits
tindrem els adenovirus finals)

3. Deixar fins a la completa lisi del flasco, unes 24-48h

4. Recollir el medi de cultiu, pipetejant de manera que arrosseguem les cel-lules que s’hagin pogut
quedar adherides al flascé i es lisin per un mecanisme fisic

5. Fem un cicle de congelacié descongelacié del medi amb adenovirus

6. Centrifuguem a 500g durant 5min a 42C

7. Recollim el sobrenedant menyspreant el pel-let

8. Aliquotem i congelem, essent aquest format el lisat cru adenoviral de treball

4.3. AILLAMENT DE DNA ViRIC

Per tal de comprovar que els adenovirus generats son correctes, és necessari

extreure el DNA viral del lisat cru i comprovar-lo per PCR o sequenciacio.
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Protocol:

1. Afegiraun tub:
Lisat Cru @deNOVIral........cceciiiiiiiecieecee ettt e 250-500ul
Solucié de lisi 250-500ul

2. Incubar 1 hora a 56°C.

Afegir un volum de fenol:cloroform:isoamil alcohol (25:24:1, pH 8.0, EDTA 1mM, Sigma) i agitar

per homogeneitzar

Centrifugar a 210.000g durant 3-5min

Transferir |la fase aquosa (sobrenedant) a un nou tub

Precipitar el DNA afegint 0.1 vol d’acetat sodic 3M, pH 5.2 i 2 volums d’etanol absolut

Incubar a -202C durant minim 1h

Centrifugar a maxima velocitat durant 20min a 49C

Eliminar el sobrenedant i rentar el pel-let amb 1ml d’etanol 70%

10 Centrifugar a maxima velocitat durant 5min a 42C

11. Eliminar el sobrenedant i deixar assecar a temperatura ambient

12. Re-suspendre el pel-let amb solucié TE (volum variable en funcié de la mida del pél-let 100-300ul)

w
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Solucions utilitzades:
Solucié de lisi

-
Proteinasa K a 20mg/ml (INVItrOBEN) ......ccuevueeuieierieeieeeetese sttt et e et see e 25ul i
Solucié EDTA 0.5M, pH 8.0 (Sigma) ....... e e e e e e e e e e e e e n—e e e reeetreearaes 80ul %
SDS (dodecilsulfat sodic) (10%) (Serva) . ettt e e e et e a—e e et e aae et e e teereenreeaaes 1oul =

4.4. TITULACIO D’ADENOVIRUS RECOMBINANTS

Existeixen diferents assajos per conéixer la concentracié de particules viriques
obtingudes durant el procés d’amplificacié. L'utilitzat en aquesta tesi és el TCID50
(50% Tissue Culture Infective Dose) que quantifica la quantitat de virus requerida per
lisar el 50% de les cél-lules hoste (HEK293). S’han de realitzar una bateria de
dilucions adenoviriques i observar quina és la maxima dilucid capa¢ de lisar les
cél-lules. El percentatge de mort cel-lular (cél-lules infectades) es observat
manualment i els resultats obtinguts sén emprats per calcular matematicament el
TCID50.

Protocol (realitzat per duplicat per cada virus):
1. Tripsinitzar un flasco de 75cm’® de HEK293, comptar les cél-lules i preparar una dilucié de
3*105cél-lules/ml en medi de cultiu
2. Sembrar 100ul per pouet (2*104 cél-lules) en una placa de 96 pous
Incubar a 372C unes 24h
4. Preparar la bateria de dilucions :
4.1. Dilucié 10 Afegir a un tub 495ul de medi de cultiu de HEK293 més 5ul de la solucié
d’adenovirus que volem titular. Homogeneitzar pipetejant
4.2. Dilucié 10 Afegir a un tub 495ul de medi de cultiu de HEK293 més 5ul de la dilucié 102
Homogeneitzar pipetejant
4.3. Dilucié 10 Afegir a un tub 495ul de medi de cultiu de HEK293 més 5ul de la dilucio 10,
Homogeneitzar pipetejant

w
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7.
8.

4.4. Dilucié 10”: Afegir a un tub de 5ml (BectonDickinson) 1.8ml de medi més 200pl de la dilucié
10°. Homogeneitzar pipetejant

Repetir el pas 4.4 fins la dilucié 10"

Afegir a cada fila de la placa de 96 pous 100ul d’'una de les dilucions, partint de la dilucié 107

acabant en la dilucié 10™, deixant les columnes 11 i 12 lliures (controls negatius) on afegirem

100ul de medi sense adenovirus

Deixar la placa a I'incubador durant 10 dies

Observar cada pouet i anotar en aquells pouets on hi ha lisi cel-lular (preséncia de clapes)

Calcular la concentraci6 d’adenovirus amb la segient férmula, on C és la
concentracié obtinguda en PFU/mI (Plate forming units, unitats formades de clapes):

Pouets positius . -1 -14
i:? N 1=10 ..10

B =X Aj

c =10l(B=0.2) x10] ppyym

Controls

negatius

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

107

FIGURA 22. Representacié esquematica de com distribuir les diferents dilucions en una placa de 96
nouets

4.5. INFECCIO AMB ADENOVIRUS RECOMBINANTS

A I'hora d’infectar s’ha de tenir en compte la multiplicitat d’infeccié (MOI, multiplicity

of infection). La MOI és la relacio entre particules infeccioses i el nombre de cél-lules

que s’han d’infectar.
La MOI es determina de manera molt senzilla, dividint el nombre de particules

viriques que s’afegeixen (ml medi x PFU/mI) pel nombre de ceél-lules (ml medi x

cel-lules/ml).
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Protocol:

1.

2.
3.
4.

Plaguejar el nombre de cel-lules desitjat

Després de 24 hores, preparar la barreja del medi amb el virus

Treure el medi de les cél-lules i afegir el medi amb el virus a les cel-lules i deixar 2h a 379C
Treure el medi amb el virus i afegir medi nou sense virus

5. PROTEINES

5.1. EXTRACCIO DE PROTEINES

5.1.1. EXTRACCIO DE PROTEINES DE CULTIUS CEL:LULARS

Protocol:

1. Aspirar el medi de cultiu

2. Rentar amb DPBS i posar la placa en gel per preservar la integritat de les proteines

3. Aspirar el DPBS i afegir una quantitat suficient de tampd de lisi per a cobrir el pou

4. Llisar les cél-lules amb I'ajuda d’un raspador (scraper) i traspassar el lisat cel-lular a un eppendorf.
Mantenir el lisat en gel durant uns minuts (aproximadament 20min)

5. Per ajudar a lisar bé les cél-lules, podem utilitzar una xeringa d’insulina (0.5ml) que conté agulla
de diametre 30G

6. Centrifugar la mostra a maximes revolucions 15-20min a 42C per baixar totes les restes cel-lulars

7. Recollir el sobrenedant i passar-lo a un tub net

Solucions utilitzades:

Tampo TLDB (Triple Lysis Detergent Buffer), per a preparar 10ml de tampé:

Tris pH 8.0..

1V L P

SDS L0% ..veeeeeeneeeieeeieestee st e et e e e et e st e st e et e e e e et st e eae e te e teenreenreesraeenreeteenreenne

NP-40 (IGEPAL) «.eettteeitieteesiteeite ettt ettt st st sbe e ste e it s e st e st esbeesaaesaeesaeeen 100ul

(DL N { (oo ] - 1 Yo T [ oS UTPRRPSPPI 50mg

[ DL PRSPPI fins a 10ml

Guardar I'estoc a -202C. En el moment de la seva utilitzacid, per a preparar per exemple 1ml de
tampd barregem:

TAMPO TLDB....eiiiiiieeciee ettt ettt et este e e st e e e tb e e ebbeesbbeesbseesabaeesnsnaennns 900ul

Coctel inhibidor de proteases 10X (SIgMa)......coererierierererrieneneeie e 100pl

Tampd ColP (Co-immunoprecipitation), per a preparar 50ml de tampd a 2X

1mM

fins a 50ml
Guardar I'estoc a 42C. En el moment de la seva utilitzacid, per a preparar per exemple 1ml de
tampo ColP 1X barregem:
TAMPO COIP 2X ittt ettt e e e et e e e e e e e abeeebbaeeaseesbaeesnsaaeanns 500ul
Coctel inhibidor de proteases 10X (SIZMa)....cccveeceereerieeieeeieeereesreeseeeresreeveenne 100ul
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5.2. QUANTIFICACIO DE PROTEINES

Utilitzem el métode de I'assaig de proteines de Bio-Rad DC que es basa en una

modificacié del métode de valoracié de proteines Lowry.

Protocol:

1.

Preparem una corba estandard de BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma) a partir d’una dilucio
estoc a 2mg/ml. Preparem les diferents concentracions diluint en H,0: 1.5mg/ml; 1.0mg/ml;
0.75mg/ml; 0.5mg/ml; 0.25mg/ml; i Omg/ml

Ho afegim per aquest ordre i en duplicat 5ul de cada mostra en una placa transparent de 96 pous
Afegim 5ul de la mostra a quantificar, també per duplicat

Afegim 25l de la solucidé A’ (barreja de les solucions Ai S, per a 1ml posem 980ul de la solucié A i
20ul de la solucié S, tal i com indica el protocol), tant a la corba com a les mostres

Afegim 200pl de la solucid B, tant a la corba com a les mostres

Barregem i deixem incubar uns 15 minuts en la foscor a temperatura ambient

5.3. DETECCIO DE PROTEINES

5.3.1 ELECTROFORESI DE PROTEINES (SDS-PAGE)

Per separar les proteines en funcio del seu pes molecular es va utilitzar la técnica

anomenada SDS-PAGE ( sodium dodecyl sulfate polyacrilamide gel electrophoresis).
Utilitzem el MiniProtean Kit de Bio-Rad.

Protocol:

1. Netejar els vidres amb aigua i etanol, els assequem bé

2. Fer el muntatge dels vidres sobre els suports, i mirar que estiguin ben segellats i no perdin liquid

3. Afegir la fase separadora (resolving solution) fins el volum que després ens permeti afegir les
pintes

4. Afegir butanol (Carlo Erba) saturat en aigua (1:1) per eliminar les bombolles que hagin pogut
quedar a la part superior del gel i alinear-la

5. Deixar polimeritzar

6. Eliminar el butanol per decantacid, rentar amb aigua i assecar les restes amb un paper 3MM
(Whatman®)

7. Afegir la fase concentradora (stacking solution) i col-locar la pinta que forma els pous abans que
polimeritzi el gel

8. Deixar polimeritzar

9. Col-locar els vidres amb el gel en el suport corresponent per posar-ho dins la cubeta de la
MiniProtean

10. Afegir el tampo d’electroforesi 1X entremig dels vidres per mirar que no perdi liquid, i un cop
s’observa que esta tot segellat reomplir la cubeta amb més tampd d’electroforesi 1X

11. Treure les pintes amb cura i rentar els pous

12. Preparar les mostres:

12.1. Preparar el volum corresponent a la quantitat de mostra desitjada, generalment 50ug de
proteina

12.2. Afegir-hi el tampd de carrega Laemmli 2X en una proporcié 1:1

12.3. Desnaturalitzar les mostres a 952C durant 5min en un bany sec
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13. Carregar el marcador de pes molecular (Full-range Rainbow molecular weight marker, GE
Healthcare) i les mostres desnaturalitzades

14. Tancar la cubeta MiniProtean i cérrer el gel a un voltatge constant (entre 100 i 120V) durant 1-2
hores, fins que el front de les mostres s’escapi del gel

Solucions utilitzades:
Fase separadora (resolving solution): per a un gel petit de 10ml del 12%:

HoO ittt ettt ettt e et e e et e e te e be e ae e eaa e e b e e beeebeenaaeeabeebe e beeetaaeaeeeaeeebe e reenraens 3.3ml
Acrilamida/Bis-acrilamida al 29/1% (Bio-Rad) ........ccecevrieeervevreireeeerenreeeeeeseeereenea 4ml

TrIS L.5M PH 8.8ttt ettt e e et e e e s sne e e e e s nnrreeeeeaas 2.52ml
SDS (sodium dodecyl SUIfate) 10%........cc.eeveereereerierieeieereesee e see e eee e e seees 0.1ml
Persulfat d’amoni 10% (APS) (SIMA) ..eeeiueeiiiieeiiecctee ettt e et 0.08ml
TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina)..........cccceevvevririeeiiecceecee e 0.0032ml

Fase concentradora (stacking solution): preparem un volum final de 5ml

HyO oot eeeeeeeee e e e e e e eseseee e e e e e e s e e eeee e ee e eeee e ee e ee et eeenere e e e e e eeeeenerenees 3.43ml
Acrilamida/Bis-acrilamida al 29/1% (Bio-Rad) ........ccceveervirireeiieereesree e cve e 0.83ml
TriS LLOM PH 6.8, ettt ettt e s e e st e e s bte e etreeebaeesseneennseas 0.63ml

SDS (sodium dodecyl sulfate) 10%...
Persulfat d’amoni 10% (APS) (Sigma) ..............
TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina)
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Tampé d’electroforesi 10X (running buffer)

Tris (hidroximetil) aminOmMEta ..........ooeiiiiiiie et 30g (250mM)
(€1 Tl - TP 144g (1.92M)
[ DY TSSO finsa 1L

Guardar I'estoc a temperatura ambient. En el moment de la seva utilitzacio, per a preparar per
exemple 1L de tampd d’electroforesi 1X barregem:

Tampd d’electroforesi 10X ......cocveeeeriierrieereereeseeseesee et seeeseeseeseesae e e e sseesnneenes 100ml

SDS 10« et s et e e bt et e e b e e e s bt e s enreeeanees 10ml

[ DO TSSOSO finsa 1L
Tampo de carrega (Laemmli 2X)

Tris (hidroximetil) aminometa 1M PH 6.8 ......cccovvieceirierieee e Iml

([ ToT =T o OO PRRUSPRI 2ml

SDS 10% .uveeneeeeeeriieniie ettt ettt sttt ettt ettt st st ettt e e h e saa e sab e et e e teenbeenaeenaeens 4ml

X TN 2ml

Blau de bromofenol........ooeiieiiniiicee e unes gotes

Guardar l'estoc a -20°C. En el moment de la seva utilitzacio, afegim 100ul de 1M DTT
(Dithiothreitol) per cada 400ul de tampé de carrega 2X.

5.3.2 TRANSFERENCIA HUMIDA DE PROTEINES

Pas que permet traspassar les proteines del gel a una membrana de PVDF

(Polyvinylidene Fluoride) ( Perkin Elmer, Boston, EUA).

Protocol:

1. Activar una membrana de PVDF submergint-la en metanol (Panreac) durant 30 segons

2. Rentar la membrana en aigua i deixar-la submergida en tampo de transferencia

3. Muntar la transferencia amb esponges, paper de 3MM (Wathman®), la membrana de PVDF i el
gel que conté les proteines, tal i com indica la figura 23. Sobretot és important evitar la formacié
de bombolles entre la membrana i el gel, i intentar mantenir sempre la membrana humida
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4. Posar el muntatge en el casset de transferéncia TransBlot de Bio-Rad

Posar els cassets correctament dins de les cubetes de mini TransBlot amb tampo de transferencia

6. Col-locar una petaca de gel dins de la cubeta per mantenir la temperatura baixa i col-locar la
cubeta en gel o en la camera freda a 42C

7. Aplicar un voltatge suficient (normalment al voltant d’uns 100V) per permetre el pas d’un
amperatge de 250mA a 350mA en el termini de 1h30min a 2h

8. Transcorregut el temps necessari, desfer el muntatge i submergir la membrana en TBS-T, evitant
que s’assequi la membrana. Si aix0 passa, tornar a activar la membrana utilitzant metanol abans

b

de seguir
pol negatiu
: esponja
:—: > papers Wathman®
seesssssss —— qgel acrilamida
| L P L - ! : membrana de PVDF
| | __— papers Wathman®
— —1 — esponja

pol positiu

<
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FIGURA 23. Esquema de muntatge d’'un casset de transferéncia

Solucions utilitzades:
Tampé de transferéncia

Tampd d’electroforesi 10X ......cccveceercierieeseeseeseeseesee e e e seeeseesseeeeeereesseeseeesnaesnes 100ml
Metanol (MEtOH) (PANFAC) .....cccueeeiuieeeiiee et ettt et e e e et e e e b e e eae e e e e e eeateaeenneeas 200ml
| DO TS ST UPPRO finsa 1L

TBS 20X ( Tris Buffered Saline)
Tris (hidroximetil) amMiNOMELA .......coereeriiririeiee e 48g (400mM)
NG| e eee et ee e e eeeeese e e eee e e e ese s eeee e eeeeee e e e e eeeee e e ereee e e eeenn 175.4g (3M)
[ DY O TSP fins a 800ml

Ajustar el pH a 7.4 amb HCI 10N i enrasar fins a 1L d'H,0
TBS-T (Tris Buffered Saline- Tween20)

L1270 ) PPN 50ml
TWEEN-20 (SIBMA) c.veeteerereereeieeieesteerteestesteeee et esseesreesaeeeseeeseesseesseessnesnseensesnseenses Iml
| DY O TSRO finsa 1L

5.3.3 BLOQUEIG DE LA MEMBRANA DE PVDF

La membrana de PVDF conté totes les proteines de I'extracte proteic, per tant,
necessitem bloquejar la membrana per evitar les unions inespecifiques de I'anticos a
la membrana. Hi ha diferents solucions de bloqueig, perd habitualment s'utilitza la llet
en pols descremada (NFDM, non-fat dried milk) o BSA (Bovine Serum Albumin).

Protocol:

1. Un cop tenim la membrana en TBS-T després de la transferéncia, submergim la membrana en la
solucié de bloqueig, que en el nostre cas majoritariament es tracta del 5% de llet en pols
descremada en TBS-T
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2. Incubar en solucié de bloqueig durant 1 hora a temperatura ambient i en agitacid
3. Rentar la membrana submergint-la en TBS-T durant 3-5min a temperatura ambient i en agitacié
4. Descartar el TBS-T i repetir el procés fins a 2 vegades més

5.3.4 IMMUNODETECCIO DE PROTEINES

Un cop hem bloquejat la membrana, hem d’incubar-la amb un anticos que ens
detectara la proteina en la qual estem interessats, i seguidament afegim un segon
anticds que ens detectara el primer i que va unit a la peroxidasa de rave picant (HRP,
Horseradish peroxidase), que ens permetra la seva deteccié gracies al reactiu ECL
(enhanced chemiluminiscence), que en preséncia de la peroxidasa emet llum que

detectarem utilitzant un film fotografic o gracies a I'aparell ImageQuant LAS4000.

Protocol:

1. Després del bloqueig i rentat de la membrana, I'incubem amb I'anticos primari que esta diluit en
5% NFDM en TBS-T o 5% BSA en TBS-T en una diluci6 adequada (segons el fabricant). La
incubacio sera a 42C i en agitacio durant tota la nit

2. Rentar la membrana submergint-la en TBS-T durant 10-15min a temperatura ambient i en
agitacio

3. Descartar el TBS-T i repetim el segon pas dues vegades més

4. Incubar la membrana amb I'anticos secundari amb una dilucié adequada en 5% NFDM en TBS-T,
durant 1h a temperatura ambient i en agitacio

5. Rentar la membrana submergint-la en TBS-T durant 10-15min a temperatura ambient i en
agitacio

6. Incubar la membrana amb ECL (Pierce) durant 1min a temperatura ambient

7. En el cas de revelar el senyal mitjangant un film fotografic (Fujifilm), col-loquem la membrana
dins d’un casset juntament amb un film fotografic durant el temps necessari per a veure el senyal
adequat i revelar el film amb una reveladora (Fujifilm)

8. En el cas d'utilitzar I'aparell ImageQuant LAS4000, col-locar la membrana sobre la safata de
I'aparell coberta per un film transparent per evitar que s’assequi, i mitjangant el software
ImageQuant LAS4000 ajustar els parametres d’exposicié adequats per obtenir el senyal
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5.3.5 ELIMINACIO DELS ANTICOSSOS (STRIPPING)

Utilitzant una mateixa membrana podem detectar diferents proteines, perd per aixd

hem d’eliminar els anticossos que hem afegit anteriorment.

Protocol:

1. Incubar la membrana amb la solucié de stripping durant 30min a 502C en un bany amb agitacié.
Es important mantenir-ho tapat per evitar les olors que desprén el B-mercaptoetanol

2. Rentar la membrana submergint-la en TBS-T durant 5min a temperatura ambient i en agitacio

3. Repetir el segon pas fins que la membrana no faci olor de B-mercaptoetanol

Solucions utilitzades

Solucié de stripping
Tris (hidroximetil) aminometa 0.5M PH B.8.........cccueeiieeiieeieeieeeeecee et sene s 62.5ml
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B-Mercaptoetanol (SIM@).....cccuerererieriirtieierte ettt sttt sttt b e sbe et e et aeeaeeas 3.5ml

5.3.6 IMMUNOPRECIPITACIO (IP)

Els protocols d'immunoprecipitacié es fonamenten en la formacié del complex
antigen-anticos especific i en la capacitat de fer precipitar aquests complexos.

Protocol
1. Recollir els lisats cel-lulars amb 1ml de tampd ColP 1x per a una placa de 10cm’. Deixar 10min
en gel i acabar de trencar les cél-lules emprant un cicle de sonicacié. Centrifugar a maxima
velocitat durant 15min i quantificar
2. Barrejar:  0.5-1mg d'extracte proteic
Tampo ColP 1x fins a 500 o 1000l
2-5ug d’anticos contra la nostra proteina d’interes (és necessari fer un tub
amb anticos control, una IgG de I'especie de I'anticos d’estudi)
3. Incubar en rotacié durant tota la nit a 42C (aproximadament 16h)
4. Afegir 30ul de proteina G Dynabeads (Invitrogen) préviament rentat amb PBS 1x
5. Incubar en rotacié durant 25min a temperatura ambient
6. Emprar un sistema de magneto per agrupar les Dynabeads i poder eliminar el sobrenedant
7
8
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Fer 2 rentats amb tampd ColP 1x i un rentat final amb PBS 1x
Re-suspendre el pel-let amb 30ul de tampd de carrega d’electroforesi (SDS-PAGE) 2x i incubar
10min a 90°C

9. Recollir el sobrenedant evitant agafar Dynabeads. Tenim la solucié preparada per ser carregada
en un gel d’acrilamida per separar les mostres electroforéticament i continuar com en I'apartat
5.3

Solucions utilitzades:
Tampd de coimmunoprecipitacié 1x (ColP 1x)

NaCl 100mM
Tris pH 7.5 20mM
EDTA 1mM
NP-40 (IGEPAL) 1%
NaF 5mM
Coctel inhibidor de proteases 1x

5.3.7 IMMUNOHISTOQUiMlCA
Per detectar la preséncia de les hormones pancreatiques, de diferents marcadors
de desenvolupament pancreatic i de Wnt9a vam utilitzar técniques de deteccioé per

immunohistoquimica.

5.3.7.1 Fixacio dels teixits

Per conservar els teixits es fixen amb paraformaldehid (PFA, paraformaldehyde) i
es fa la seva inclusio en parafina. Un cop els teixits estan conservats en parafina, es
poden seccionar en talls molt fins que permeten realitzar la técnica

d'immunohistoquimica.
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Protocol:

1.

0o~

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.
19.

20.

Extreure el pancrees amb certa rapidesa i submergir-lo en solucié de rentat DPBS (Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline, Sigma) i mantenir en gel fins que s’hagin extret els pancrees de tots
els animals

Submergir els teixits en solucié de paraformaldehid al 4% en DPBS (provinent d’una solucid
estoc al 16% PFA, Sigma) i deixar un minim de 4h a 42C en agitacié perque la solucié penetri bé
al teixit

Treure el PFA 4% i rentar el teixit amb DPBS durant 5min

Treure el DPBS i afegir-ne de nou i rentar durant 5min

Repetir el quart pas una vegada més, treure el DPBS i afegir-ne de nou per rentar durant 20-
30min en agitacid i a 42C

Preparar una bateria d’etanols a partir d’etanol absolut (Panreac), passant per etanol 50%,
etanol 70% i etanol 95%

Eliminar el DPBS, afegir etanol al 50% i incubar 30min a temperatura ambient

Eliminar I'etanol al 50%, afegir-ne de nou i incubar 30min a temperatura ambient

Eliminar I'etanol al 50%, afegir etanol al 70% i incubar 30min a temperatura ambient

Eliminar I'etanol al 70%, afegir-ne de nou i incubar 30min a temperatura ambient. Aqui podem
parar la deshidratacio del teixit deixant-lo a 42C o podem seguir endavant amb el pas seglient
Eliminar I'etanol al 70%, afegir etanol al 95% i incubar 30min a temperatura ambient

Eliminar I'etanol al 95%, afegir-ne de nou i incubar 30min a temperatura ambient

Eliminar I'’etanol al 95%, afegir etanol al 100% i incubar 30min a temperatura ambient

Eliminar I'’etanol al 100%, afegir-ne de nou i incubar 30min a temperatura ambient

Eliminar I’etanol al 100%, afegir xilol (Panreac) i incubar 1h a temperatura ambient

Eliminar el xilol, afegir-ne de nou i incubar 1h a temperatura ambient

Eliminar el xilol, submergir el teixit en parafina (Paraffin Diawax 56-58°C, DiaPath) liquida a 502C
i incubar 1h a 502C

Eliminar la parafina, submergir el teixit en parafina nova liquida a 502C i incubar 1h a 502C
Muntar els blocs de parafina utilitzant motlles metal-lics i cassets d’inclusié amb I'estacié de
parafina (Leica)

Deixar refredar la mostra per a que solidifiqui la parafina
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5.3.7.2 Muntatge dels talls de parafina en portaobjectes

Protocol:

1.

2.
3.
4

Realitzar talls del teixit amb un gruix de 3um utilitzant un microtom (Leica RM 2135)

Posar els talls en un bany d’aigua calenta a 402C (Leica HistoBath H11210)

Col-locar de 3 a 4 talls en un porta tractat amb poli-L-lisina

Deixar assecar les mostres en una estufa a 372C durant unes hores o a temperatura ambient tota
la nit

5.3.7.3 Muntatge dels talls de parafina en portaobjectes per als estudis de

morfometria de pancrees

Protocol:

1.

Realitzar talls del teixit amb un gruix de 3um utilitzant un microtom (Leica RM 2135). Els talls es
realitzaran en tires seguides

Posar els talls en un bany d’aigua calenta a 402C (Leica HistoBath HI1210) i tallar conjunts de tires
amb tres talls cada un

Col-locar de manera ordenada 3 talls seguits en cada porta tractat amb poli-L-lisina formant una
primera columna de talls

Els 3 talls seglients es col-loquen en un segon porta i aixi fins a 6 portes (en el cas d’aparell
digestiu a €18.5) i 4 portes (en el cas d’aparell digestiu €15.5)
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5. Un cop tenim la primera columna de talls procedim a generar una segona columna i aixi finsa 5
columnes en cada porta

6. Quan s’acaba amb el primer conjunt de 5 portes (en el cas d’aparell digestiu a €18.5) o 4 portes
(en el cas d’aparell digestiu a €18.5) repetim els passos del 3 al 5 fins que s’esgoti el teixit (veure
esquema de la figura 24)

7. Deixar assecar les mostres en una estufa a 372C durant unes hores o a temperatura ambient tota
la nit

5.3.7.4 Immunofluorescéncia

5.3.7.4.1  Desparafinitzacid i rehidratacié de la mostra:
Protocol:

1. Submergir les mostres en xilol 5min

Submergir les mostres en una solucié de xilol nova 5min
Submergir les mostres en etanol 100% 5min

Submergir les mostres en etanol 95% 5min

Submergir les mostres en etanol 70% 5min

Submergir les mostres en etanol 50% 5min

Submergir les mostres en H,0 5min

Submergir les mostres en PBS fins el proper pas
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5.3.7.4.2  Exposicié antigenica (antigen retrieval):

Protocol:

1. Aquest pas és opcional, depenent del tipus d’anticos que utilitzem I’haurem de fer o no. En el cas
de les hormones pancreatiques ens el saltarem. En la resta de marcadors utilitzats en aquesta
tesi, haurem de fer-lo

2. Escalfar aigua en una olla a pressié utilitzant una placa calenta a 1202C. Col:-locar dins I'olla una
cubeta resistent a I'escalfor, on després hi submergirem les nostres mostres, i I'emplenem amb
solucid citrat. Tancar correctament I'olla i esperar que arribi al punt d’ebullicié

3. Quan comenci a bullir I'aigua, obrir amb compte I'olla, submergir les mostres en la solucié de
citrat i tornar a tancar correctament I'olla

4. Deixar escalfar 10min a 1202C amb I'aigua bullent

5. Passats els 10min, treure 'olla de la placa calenta i deixar refredar. Obrir I'olla i deixar temperar
les mostres durant aproximadament 30min

6. Submergir les mostres en PBS 1X (Phosphate Buffered Saline, Roche) durant 5min

7. Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min

5.3.7.4.3 Permeabilitzacié:

Protocol:

1. Submergir les mostres en solucié de permeabilitzacié Trité X-100 al 0.5% en PBS, i deixar 20min
a temperatura ambient

2. Submergir les mostres en PBS 1X durant 5min

3. Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min

5.3.7.4.4 Bloqueig de les unions inespecifiques:

Protocol:
1. Assecar els portes amb les mostres i treure I'excés de PBS, evitant que s’assequin del tot les
mostres

2. Encerclar la mostra amb una solucid hidrofoba (Pap Pen)

3. Afegir a les mostres solucié de bloqueig (5% sérum de cabra o 3% serum de burro en PBS) i
deixar 1h a temperatura ambient en una camera humida

4.  Submergir les mostres en PBS 1X durant 5min
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5.  Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min

5.3.7.45 Incubacié amb I'anticos primari

Protocol:
1. Assecar els portes amb les mostres i treure I'excés de PBS, evitant que s’assequin del tot les
mostres

2. Preparar els anticossos primaris diluint-los en solucié de bloqueig o en solucié diluent d’anticos
(DAKO antibody diluent solution) i afegir a les mostres

Deixar tota la nit a 42C en una camera humida

Eliminar la dilucié de I'anticos primari i submergir la mostra en PBS 1X durant 5min

Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min

Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min

ouvkw

5.3.7.4.6  Incubacié amb I'anticos secundari

Protocol:
1. Assecar els portes amb les mostres i treure I'excés de PBS, evitant que s’assequin del tot les
mostres

2. Preparar els anticossos secundaris diluint-los en solucié de bloqueig o en solucié diluent d’anticos
(DAKO antibody diluent solution) i afegir a les mostres

Deixar 1h a temperatura ambient en una camera humida

Eliminar la dilucié de I'anticos secundari i submergir la mostra en PBS 1X durant 5 min

Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min

Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min
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5.3.7.4.7 Muntatge

Protocol:
1. Assecar els portes amb les mostres i treure I'excés de PBS, evitant que s’assequin del tot les
mostres

2. Afegir a les mostres una gota de solucié de Mowiol

Col-locar un cobreobjectes sobre la mostra

4. Pressionar suaument amb un paper assecant per eliminar I'excés de solucié de muntatge i treure
les bombolles que puguin quedar entre el portaobjectes i el cobreobjectes

5. Segellar amb pintaungles

w

Solucions utilitzades:
Solucié de citrat trisodic 10nM, pH 6.0

Citrat trisOAiC (FIUKA) c.uvvieeeiieceiieeeee e ettt e 1.47g

[ O TSRS 500ml
PBS-Tritd X-100 0.5%

Tritd X-100 (SigMa-AldriCh)..ccueeeieeieeieee et e e 0.5ml
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FIGURA 24. Esquema de muntatge de les morfometries. (A) e18.5i (B) e14.5
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Mowiol
1. Afegir en un vas de precipitats
Mowiol 4-88 (CalbioChem) ......ccuiieiiiiiiecceecce e e 7.2g
GlIicerol (Carlo Erba) ..ccveccueecieecieeeieeceeeie ettt ettt st et snesveereenreas 14.3ml
Barrejar amb un agitador magnétic durant 1 h a temperatura ambient
Afegir 18ml d’H,0
Barrejar amb un agitador magnetic durant 2 h a temperatura ambient
Afegir 36ml de 0.2M Tris(hidroximetil)Jaminometa pH 8.5
Barrejar amb un agitador magnétic durant 2h a 502C
Centrifugar a 5000g durant 15min
8. Aliquotar i congelar a -202C
Portaobjectes tractats amb poli-L-lisina
Preparar poli-L-lisina al 0.01%:
Poli-L-lisina al 0.1% (Sigma)

NowuswnN

Protocol:

1. Submergir els portaobjectes de vidre nets en una cubeta amb la solucié de poli-L-lisina 0.01%,
deixar 5min a temperatura ambient

2. Treure els portaobjectes de la cubeta i deixar-los assecar a temperatura ambient tota la nit

5.3.7.5 Immuno-peroxidasa

5.3.7.5.1  Desparafinitzacio i rehidratacié de la mostra:
Protocol:

1. Submergir les mostres en xilol 5min

Submergir les mostres en una solucié de xilol nova 5min
Submergir les mostres en etanol 100% 5min

Submergir les mostres en etanol 95% 5min

Submergir les mostres en etanol 70% 5min

Submergir les mostres en etanol 50% 5min

Submergir les mostres en H,0 5min

Submergir les mostres en PBS fins el proper pas

O NV EWN

5.3.7.5.2  Exposicié antigénica (antigen retrieval):

Protocol:

Aquest pas és opcional, depenent del tipus d’anticos que utilitzem I"haurem de fer o no. En el cas de

les hormones pancreatiques ens el saltarem, en la resta de marcadors utilitzats en aquesta tesi,

I’haurem de fer.

1. Escalfar aigua en una olla a pressié utilitzant una placa calenta a 1202C. Col-locar dins I'olla una
cubeta resistent a I'escalfor, on després hi submergirem les nostres mostres, i I'emplenem amb
solucid citrat

2. Tancar correctament I'olla i esperar que arribi al punt d’ebullicié

3. Quan comenci a bullir I'aigua, obrir amb compte I'olla,submergir les mostres en la solucié de
citrat i tornar a tancar correctament I'olla

4. Deixar escalfar 10min a 1202C amb I'aigua bullent

5. Passats els 10min, treure I'olla de la placa calenta i deixar refredar. Obrir I'olla i deixar temperar
les mostres durant aproximadament 30min

6. Submergir les mostres en PBS 1X (Phosphate Buffered Saline, Roche) durant 5min

7. Submergir les mostres en PBS 1X nou durant5min
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5.3.7.5.3 Permeabilitzacio:

Protocol:

1. Submergir les mostres en solucié de permeabilitzacié Trité X 100 al 0.5% en PBS, i deixar 20min a
temperatura ambient

2. Submergir les mostres en PBS 1X durant 5min

3. Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min

5.3.7.5.4  Bloqgueig de la peroxidasa endodgena

Protocol:

1. Submergir les mostres en peroxid d’hidrogen (H,0,, CUVEQ) al 3%
2. Deixar 3min a temperatura ambient

3. Submergir les mostres en PBS 1X durant 5min

4. Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min

5.3.7.55 Bloqueig de les unions inespecifiques:

Protocol:
1. Assecar els portes amb les mostres i treure I'excés de PBS, evitant que s’assequin del tot les
mostres

2. Encerclar la mostra amb una solucié hidrofoba (Pap Pen)

3. Afegir a les mostres solucio de bloqueig (5% sérum de cabra o 3% serum de burro en PBS) i deixar
1h a temperatura ambient en una camera humida

4. Submergir les mostres en PBS 1X durant 5min

5. Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min
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5.3.7.5.6 Incubacié amb I'anticds primari

Protocol:
1. Assecar els portes amb les mostres i treure I'excés de PBS, evitant que s’assequin del tot les
mostres

2. Preparar els anticossos primaris diluint-los en solucié de bloqueig o en solucié diluent d’anticos
(DAKO antibody diluent solution) i afegir a les mostres

Deixar tota la nit a 42C en una camera humida

Eliminar la dilucié de I'anticos primari i submergir la mostra en PBS 1X durant 5min

Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min

Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min

o vk w

5.3.7.5.7 Incubacié amb I'anticds secundari

Protocol:
1. Assecar els portes amb les mostres i treure I'excés de PBS, evitant que s’assequin del tot les
mostres

2. Preparar els anticossos secundaris diluint-los en solucié de bloqueig o en solucié diluent d’anticos
(DAKO antibody diluent solution) i afegir a les mostres

Deixar 1 h a temperatura ambient en una camera humida

Eliminar la dilucié de I'anticos secundari i submergir la mostra en PBS 1X durant 5min

Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min

Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min

o un kW

5.3.7.5.8 Revelat peroxidasa

Protocol:

Utilitzem el kit Liquid DAB + Substrate Chromogen System (Dako)

1. Barregem una gota (+ 20pul) del cromogen DAB amb 1mL de la solucid substrat

2. Cobrir la mostra amb la solucioé preparada i deixar incubar entre 5 i 30min a temperatura ambient
3. Important anar monitoritzant sota un microscopi de llum visible fins que pugi el color

4. Quan es cregui oportu, aturar la reaccié netejant la mostra de manera generosa amb aigua
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5.3.7.5.9 Contrast amb blau de toloudina
Protocol:

1. Cobrir la mostra amb la solucié de tincié durant pocs segons (2-3seg)

2. Rentar els portaobjectes de manera abundant amb aigua
3. Deixar les mostres submergides en PBS

5.3.7.5.10 Muntatge

Protocol:
1. Assecar els portes amb les mostres i treure I'excés de PBS, evitant que s’assequin del tot les
mostres

2. Afegir ales mostres una gota de solucié de Mowiol

Col-locar un cobreobjectes sobre la mostra

4. Pressionar suaument amb un paper assecant per eliminar I'excés de solucié de muntatge i
treure les bombolles que puguin quedar entre el portaobjectes i el cobreobjectes

5. Segellar amb pintaungles

w

5.3.7.6 Immunocitoquimica

5.3.7.6.1 Preparacié de les cél-lules

Protocol:

1. Desgreixar vidres de rellotge amb etanol i deixar assecar. Seguidament esterilitzar-los sota
campana amb I'ajut dels llums ultraviolats (UV)

2. Col-locar el nUmero de vidres necessari (un vidre per pou) per a fer I'experiment en una placa de
cultiu de 24 pous

3. Plaquejar un nimero adequat de cél-lules per pouet i incubar 24h (aproximadament) per a
comengar amb la immunocitoquimica
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5.3.7.6.2 Fixacié

Protocol:

1. Aspirar el mediirentar amb PBS (Sigma-Aldrich)

2. Cobrim les cel-lules amb una solucié de paraformaldehid al 4% per a fixar-les, durant 20min a
temperatura ambient

3. Aspirem la solucié de fixacié i afegim PBS per fer un rentat rapid

4. Aspirem el PBS i afegim PBS nou per fer un rentat rapid

5. Aspirem el PBS i afegim PBS durant 5 min

5.3.7.6.3 Permeabilitzacio

Protocol:

1. Cobrim les cél-lules amb solucié de permeabilitzacid Tritéd X-100 al 0.5% en PBS i incubem durant
2min a temperatura ambient

2. Aspirem la solucié de permeabilitzacio i afegim PBS per fer un rentat rapid

3. Aspirem el PBS i afegim PBS nou per fer un rentat rapid

4. Aspirem el PBS i afegim PBS durant 5min

5.3.7.6.4  Bloqueig d’'unions inespecifiques

Protocol:

1. Traiem els vidres de la placa de cultiu amb cura de no trencar-los i sempre tenint present en
quina cara del vidre tenim les cel-lules

2. Col-loquem els vidres en una superficie plana, per exemple la tapa de la placa de cultiu

3. Realitzem el bloqueig de les unions inespecifiques amb la solucié de bloqueig o la solucié diluent
d’anticos (DAKO antibody diluent solution) i deixar 1h a temperatura ambient en una camera
humida
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4. Submergir les mostres en PBS 1X durant 5min
5. Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min

5.3.7.6.5 Incubacié amb I'anticds primari

Protocol:
1. Assecar els portes amb les mostres i treure I'excés de PBS, evitant que s’assequin del tot les
mostres

2. Preparar els anticossos primaris diluint-los en solucié de bloqueig o en solucié diluent d’anticos
(DAKO antibody diluent solution) i afegir a les mostres

Deixar 2-3h a temperatura ambient en una camera humida

Eliminar la dilucié de I'anticos primari i submergir la mostra en PBS 1X durant 5min

Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min

Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min

o unkw

5.3.7.6.6  Incubacié amb I'anticos secundari
Protocol:

1. Assecar els vidres i treure I'excés de PBS, evitant que s’assequin del tot les mostres

2. Preparar els anticossos secundaris diluint-los en solucid de bloqueig o en solucié diluent d’anticos
(DAKO antibody diluent solution) i afegir a les mostres

Deixar 45min a temperatura ambient en una camera humida

Eliminar la dilucié de I'anticos secundari i submergir la mostra en PBS 1X durant 5min

Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min

Submergir les mostres en PBS 1X nou durant 5min
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5.3.7.6.7 Muntatge

Protocol:
1. Assecar els portes amb les mostres i treure I'excés de PBS, evitant que s’assequin del tot les
mostres

2. Afegir a les mostres una gota de solucié de Mowiol

Col-locar un cobreobjectes sobre la mostra

4. Pressionar suaument amb un paper assecant per eliminar I'excés de solucié de muntatge i treure
les bombolles que puguin quedar entre el portaobjectes i el cobreobjectes

5. Segellar amb pintaungles

w

6. MICROSCOPIA I MUNTATGE D’IMATGES DE
MORFOMETRIA

Les imatges les prenem amb el microscopi de fluorescéncia (Leica DMI6000B) amb
la funcié multipas (multistep) que ens permet captar una serie ordenada d’imatges de
tot el porta per després obtenir una imatge unica.

Captarem la imatge d’'un dels tres talls de cada profunditat (veure figura 25) per a
cada animal, per tant tindrem cinc talls analitzats per a cada animal.

Per a aixd seleccionem l'area d’interés en el microscopi i captem les imatges. El
software ens dona com a resultat imatges independents que nosaltres ordenarem amb

l'ajut del programa d’analisi d'imatges MacBiophotonics ImageJ i generarem una
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imatge unica (Image > Stack - Images to Stack > Make montage). Un cop tenim la
imatge generada per un animal i per un dels marcadors, fem el mateix amb els altres
marcadors de la mateixa area.

Un cop tinguem el muntatge de tots els marcadors per a cada tall tal i com
s’observa en la figura 25, fusionarem les imatges per a tenir en una mateixa imatge

tots els marcadors a analitzar (Image > Color > Merge channels).

FIGURA 25. Esquema del muntatge d’imatges per a la morfometria. (A) tincioé de nuclis, (B) tincio per a
insulina, (C) tincio per a glucago i (D) superposicié dels tres muntatges

7.MODELS ANIMALS

7.1. GENOTIPATGE

7.1.1. EXTRACCIO DE DNA GENOMIC
Amb l'objectiu de poder genotipar els animals agafem un tros de teixit del qual

n’extraurem el DNA amb l'ajut d’'una resina quelant (Chelex® 100 Resin, Bio-Rad)

En el cas dels animals adults tallarem un trosset de cua d’ aproximadament 1-2cm

de llargada, i pel que fa als embrions agafarem tota la cua.
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Protocol:
1. Submergim el tros de teixit en la solucié de digestié en un volum de 200ul i ho deixarem a 372C
tota la nit

2. L'endemaremenem bé el teixit digerit fent un vortex, i centrifuguem la mostra amb I'objectiu de
baixar la resina i el teixit restant al fons del tub
3. Peraferla PCR agafarem el sobrenedant, evitant agafar les restes de resina

Solucions utilitzades:
Solucié de digestio:

CheleX® 100 RESIN..c.eeieiertirieeterie ettt sttt st ettt sbe st e st sbesat et e besbe e s entesbeeneens 200ul
Proteinasa K (20ME/I) c.vecveereiieieeeiesieeeete ettt ettt sre et esae e e 1l
TWEEN20 (10% €N PBS) ..ottt ettt et e et e e etr e st e e s te e e s reeesabeeenaneeennes 2ul

7.1.2. AMPLIFICACIO DE DNA (PCR CONVENCIONAL)

Per a amplificar el gen del lligand Wnt9a utilitzem tres encebadors a concentracions
diferents i la barreja 1X ReddyMix™ PCR Master Mix (Thermo Scientific).

<

o Protocol:

% 1. Afegirauntubde0.2 ml:

@ 1X ReddyMix ™ PCR Master Mix (TRErmo SCIENIfIC) w.....vveveeveeeeeereerereeerssrenrene 1oul
Encebador 5’ (Wnt9a-ex2 forward)(L10M) ....cc.cceeieiienenieiienieneeeeieseesieeee e 0.3ul (200nM)
Encebador 3’ (Wnt9a-ex2 reverse)(10HM).....ccocceeeieeieeneeneeeieeeeereeseeesee e 0.4ul (300nM)
Encebador 5 (N€012)(10M) ...ooiieiiiieiieeeieeecee ettt et e sbe e e 0.8ul (600nM)
DINA ettt et et e s e e seseese e st e st aee e se et et ane s e s et eneeee et e s st et eenerene 2 pl*

*volums variables
2. Mesclar i centrifugar breument per baixar el contingut
3. Introduir en el termociclador aquestes condicions:

9592C------mmmmmmmme e 5min
35 cicles de:
939--mmmmm oo 45s (fase de desnaturalitzacio)
58------mmmmomnoe oo 45s (fase d’anellament)
729C----m-mmmmmmmm e 45s (fase d’extensio)
729C---mmmmmmmmmmmm e 5min
1] S ————— oo

7.2. DETERMINACIO DE GLICEMIA 1 INSULINEMIA
D’ANIMALS EN ESTADI POST-NATAL 1 (P1)

Protocol:
1. Recollim els animals a les poques hores de néixer
2. Els sacrifiquem per decapitacio i recollim una gota de sang per a mesurar la glicemia amb el
glucometre (Accu-Check, Roche)
3. La resta de sang la recollim per capil-laritat amb un microvette (tub capil-lar amb EDTA)
(Sarstedt)
4. Centrifuguem les mostres a 3500rpm durant 20min a 49C per separar eritrocits, leucocits i
plaquetes
5. Agafem el plasma i el guardem en un nou tub a -80°C fins a la seva utilitzacio
6. Mesurem les insulinémies utilitzant la técnica (ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
(Mouse Insulin ELISA Mercodia)
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7.2.1. DETERMINACIO DE LA CONCENTRACIO D’INSULINA (ELISA)

Per valorar la quantitat d’insulina present en el plasma dels animals a I'estadi post-

natal 1 (P1) o el contingut total d’insulina del pancrees d’animals P1 hem utilitzat

'assaig per immunoabsorcié lligat a enzims (ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) (Mouse Insulin ELISA Mercodia).

Protocol:

1. Pipetegem 10l de cada calibrador o recta estandard (0; 0.2; 0.5; 1.5; 3.0; 6.5) en una placa de
96 pous

2. Pipetegem 10pl directe de la mostra en el cas del plasma dels animals P1 i 10ul d’una dilucié
1/200 de la mostra inicial del contingut total d’insulina

3.  Afegir 100pl de I'enzim conjugat a tots els pous

4. Tapar la placa amb un parafilm i incubar durant 2h a temperatura ambient i en agitacié suau
(700-900rpm)

5. Afegir 700pl de solucié de rentat a cada pouet i descartar la solucié de la placa per inversié

6. Repetir el cinque pas 5 vegades

7. Enl'Ultim rentat, colpejar la placa contra un paper assecant per ajudar a eliminar tot I'excés de
liquid

8. Afegir 200ul de substrat TMB (tetrametilbenzidina) a cada pou i tapar la placa de la llum amb
paper de plata

9. Incubar la placa 15min a temperatura ambient

10. Afegir 50ul de solucidé de parada a cada pou (aquesta solucié conté acid sulfuric, fent que canvii
el pH i el color blau de la solucié cap a color groc)

11. Agitar la placa suaument durant 5s a temperatura ambient per barrejar bé

12. Llegir la placa en un espectrofotometre per colorimetria ( Synergy HT, BioTek) a una absorbancia

de 450nm

7.3. DETERMINACIO DEL CONTINGUT TOTAL D’INSULINA EN

PANCREES D’ANIMALS EN ESTADI POST-NATAL 1 (P1)

Protocol:

1.

2.
3.
4

L

Recollim els animals a les poques hores de néixer

Els pesem i els sacrifiquem per decapitacio

Fem extraccid del pancrees, rapidament el pesem i el col-loquem en 1mL de solucié acid-alcohol
Homogeneitzem el teixit amb I'ajut de ’homogeneitzador del tipus Ultra turrax (per exemple,
IKA-WERKE®, Ultra turrax T8-10) o similar a una velocitat mitja per evitar el reescalfament del tub
Guardem el teixit homogeneitzat a 42C durant tota la nit

L’endema centrifuguem a 3000rpm durant 15min a 42C, recollim el sobrenedant i el guardem en
un nou tub a -202C fins a la seva utilitzacio

Mesurem el contingut d’insulina utilitzant la tecnica (ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) (Mouse Insulin ELISA Mercodia) explicada a I'apartat anterior
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7.4. TEST INTRAPERITONEAL DE TOLERANCIA A LA

GLUCOSA (IPGTT)

Amb aquest test es valora principalment la capacitat del pancrees a I'hora de

secretar insulina després d'una estimulaci6 amb glucosa, alhora que també la

participacio dels teixits periférics en la captacié de glucosa en sang fins arribar als

valors de normoglicémia.

Protocol:

1. Dejunar els animals 6h abans de comengar |'assaig

2. Injectar glucosa, via intraperitoneal, en forma de glucosa al 40% (sérum glucosat hipertonic al
40%, Fresenius Kabi) a una dosi equivalent a 2g de glucosa/ Kg de pes de I'animal

3. Fer un petit tall a la punta de la cua de I'animal (aproximadament d’Imm de longitud) i fer un
massatge a la cua per ajudar a que surti la sang

4. Mesurar la glicemia en sang amb el glucometre (Accu-Check, Roche) a diferents temps. Els temps
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de mesura sén a0, 15, 30, 60 i 120 min després de la injeccio de glucosa

7.5. DETERMINACIO DE L’ACTIVITAT B-GALACTOSIDASA EN

TEIXIT

El gen LacZ de Escherichia coli que codifica per la proteina 3-galactosidasa (3-gal)

és el classic gen reporter utilitzat en immunohistoquimica. Hi ha diferents substrats per

a la deteccid de Il'activitat B-galactosidasa, perd el més utilitzat és el cromogen 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside (X-gal) (Holt et al., 1958). Quan la B-gal

trenca I'enllag glicosidic del x-gal, es produeix un monomer indoxyl soluble i incolor.

Seguidament, dues de les fraccions indoxyl alliberades formen un dimer que no es pot

oxidar enzimaticament. El component resultant és molt estable, soluble i de color blau.

El model animal amb el qual treballem (Wnt9a-LacZ) té I'ex6 2 del gen de Wnt9a

substituit per un cassette neomicina-LacZ. Aixd ens permetra detectar coloracié blava

alla on s’hauria d’expressar el gen de Wnt9a.

Protocol:

1. Després de la disseccié mantenim el teixit submergit en DPBS (Dulbecco's Phosphate Buffered
Saline) (Sigma-Aldrich)

2. Un cop tenim tots els teixits, els submergim en solucié de fixacié que conté 0.2% glutaraldehid
(Fluka) durant 15min en agitacio i a temperatura ambient

3. Rentar el teixit amb la solucié de rentat durant 5min en agitacié a temperatura ambient

4. Repetir el pas anterior

5. Rentar el teixit amb la solucié de rentat durant uns 30min a 42C en agitacié (és important

eliminar totes les restes de solucio de fixacid, perqueé pot interferir en la reaccié enzimatica)
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6. Submergir el teixit en la solucié de tincid i deixar de 24 a 48h a temperatura ambient

7. Un cop s’observi I'aparicié de color suficient, treure la solucid de tincid i fer rentats amb la solucié
de rentat

8. Mirar el teixit sota la lupa

Solucions utilitzades:
Solucié de fixacié

Solucid de glutaraldehid 25% .........coecuiieiiiieciieccee et 80ul

1Y F={ O P 1 U USRS 20ul

DPBS (sense Mg, Ca)(SigMa-AlriCh) c...ccueecieecieeeceeree e fins a 10ml
Solucié de rentat

IMIECly IM ettt eese s e st seese e e e eeeneane e e eseseenenneneene 20ul

SOIUCIO de detergent ESTOC . .cuuiiiiiie ittt et e es 100ul

DPBS (sense Mg, Ca)(Sigma-Alrich) .......cocueviririiiirereieseeee et fins a 10ml

Solucié de tincié: preparar en el moment de la seva utilitzacidé
Potassi ferrocyanide SOMM ........cc.ecouiiiiiiiieeiiiee ettt e e sae e e eveeeeareeesanee s

Solucié de detergent estoc..

X-gal 50mg/ml ...cocovvveveieieceenne,

DPBS (sense Mg, Ca)(Sigma-Alrich)
Solucié de detergent estoc: guardar a temperatura ambient

Deoxycolat sodic..

NP=40 (IGEPAL) ....vtieetie ettt ettt e e eette e e et e e et e e e tae e e taeeseaeeeebaeesnseeesnseeeensaeens 200ul

DPBS (sense Mg, Ca)(Sigma-Alrich) ......coouiieiiiieeiieeieeeee et fins a 100ml
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7.6. AILLAMENT D’ILLOTS DE RATOLI ADULT

Els illots de ratoli adult de 8 setmanes d’edat, s’han isolat amb I'objectiu de fer una
posterior extraccid de RNA per columna, tal i com esta explicat a I'apartat 3.1.2., i

poder mesurar canvis en el perfil d’expressio de diferents gens.

Protocol:

1. Preparar un assecador en el fons del qual es col-loca un paper impregnat amb isofluora (Abbot)

2. Introduir el ratoli en el compartiment superior de I'assecador fins que perdi el coneixement

3. Comprovar que I'animal esta correctament anestesiat i procedir al desnucament d’aquest amb
I’ajut d’unes pinces gruixudes

4. Rentar 'abdomen de I'animal amb etanol 70% per evitar que a I'hora de disseccionar els pels
interfereixin

5. Situar I'animal en posicié decubit supi, de manera que la cua queda en la part més distal

6. Amb I'ajut d’una lupa binocular (Leica), disseccionar I'animal obrint la cavitat peritoneal i apartar
els organs fins localitzar el conducte biliar comu, també conegut com a colédoc

7. “Clampar” el coledoc en la seva part més distal, on connecta amb l'intesti

8. Realitzar un petit tall en la part proximal del colédoc (part més propera al fetge) i inserir una
canula bisellada de plastic unida a una xeringa de 27G

9. Injectar 2ml de solucidé A de col-lagenasa P (Roche) (1.5mg de col-lagenasa P (Roche)/ml Hank’s
Balanced Salt Solution (Sigma)), observant que el pancrees s’infla

10. Extreure el pancrees i col-locar-lo sobre una placa de Petri (Soria Genlab) i treure el greix i els
noduls limfatics que haguem pogut recollir
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11.

12.
13.
14.
15.

16.

17.
18.

19.

20.
21.
22.

23.
24.
25.
26.
27.

Col-locar el pancrees un cop netejat en un Falcon de 50ml (Deltalab) que conté 1ml de solucié B
col-lagenasa P (Roche) (3.0mg col-lagenasa P (Roche)/ml de Hank’s Balanced Salt Solution (HBBS)
(Sigma)). Col-locar 2 pancrees per tub

Col-locar els tubs en un bany a 372C amb una agitacié moderada durant 6 min

Col-locar els tubs en gel

Homogeneitzar el contingut dels tubs amb una pipeta de plastic Pasteur (Deltalab)

Aturar la reaccid de digestié amb una solucié freda de HBBS amb BSA (Bovine Serum Albumin).
Centrifugar a 100g durant 5min a 42C

Eliminar el sobrenedant, afegir més solucid HBSS-BSA i homogeneitzar. Passar la mostra per un
colador per eliminar els trossos de pancrees que no s’han digerit

Tornar a centrifugar a 100g durant 5min a 42C

Eliminar el sobrenedant i re-suspendre el pel-let corresponent a 2 pancrees en 10ml de solucié
Histopaque 1.119g/L (Sigma)

Afegir amb cura de no trencar les fases del gradient 10ml de Histopaque 1.089g/L (barreja 1:1 de
Histopaque 1.119g/L (Sigma) amb Histopaque 1.077g/L (Sigma))

Afegir amb cura de no trencar les fases del gradient 10ml de solucié HBSS-BSA freda

Centrifugar a 829g durant 20min a temperatura ambient

Recollir els illots de la fase intermédia, on tenim el Histopaque 1.089/HBSS-BSA i els passem a un
tub de 50ml nou

Afegim 20ml de solucié freda HBSS-BSA

Centrifugar a 500g durant 5min a 42C

Eliminar el sobrenedant

Repetir els passos de rentat del 23 al 25 una vegada

Transferir els illots a una placa de Petri i procedir a la pesca amb I'ajut d’una lupa binocular
(Leica), distingint els illots per la seva forma esféerica, color blanc i un marge refringent.
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1. LA CONNEXI0O ENTRE ELS FACTORS DE
TRANSCRIPCIO bHLH NEUROG3 I MATH6 I LA VIA DE
SENYALITZACIO WNT

1.1. IDENTIFICACIO DE GENS RELACIONATS AMB LA VIA
WNT COM A DIANES DE NEUROG3 I MATH6

1.1.1. MICROARRAYS D’EXPRESSIO

Per a poder definir les cascades transcripcionals que guien els processos de
diferenciacio, és avantatjés poder fer Us de models in vitro que permetin identificar a
nivell molecular els components d’aquests programes. En el cas del pancrees, no hi
ha bons models en cultiu cel-lular que permetin la caracteritzacié6 molecular del
programa de diferenciacié endocrina. No obstant, aquest programa pot ser activat en
determinats contextos cel-lulars mitjancant manipulacions genétiques basades en
I'expressié forcada de factors de transcripcié pro-endocrins. Per exemple, I'is del
model de les cél-lules mPAC, explicat a la introduccié (apartat 2.2.2.1), en les quals la

sobreexpressié de Neurog3 promou I'activacid del programa transcripcional de
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diferenciacié endocrina, ha permés la identificacié de dianes géniques de Neurog3
(Lynn et al., 2007; Gasa et al., 2008; Lynn et al., 2008; Miyatsuka et al., 2011).

Amb [l'objectiu d’ampliar el nostre coneixement sobre com els factors de
transcripci6 bHLH Neurog3, i la seva diana Math6, regulen el programa de
diferenciacio endocrina, en el nostre grup vam fer Us del model de les cél-lules mPAC i
vam analitzar canvis globals en perfils d’expressié génica, amb aproximacions de
guany i pérdua de funcié d’aquests dos factors en aquesta linia cel-lular. Per una
banda, es va comparar el perfil transcripcional de cél-lules mPAC transduides amb un
adenovirus recombinant que expressa Neurog3 humana (Ad.CMV-NEUROG3), amb
cél-lules control transduides amb I'adenovirus que expressa el gen de la pB-
Galactosidasa (Ad.CMV-bGal). Per altra banda, es van comparar els perfils
transcripcionals de les cel-lules mPAC transduides amb el Ad.CMV-NEUROG3 en
combinacié amb un adenovirus recombinant que contenia un shRNA especific per al
gen de Math6 (Ad.CMV-shMath6), amb cél-lules transduides amb Ad.CMV-NEUROG3
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en combinaci®6 amb un shRNA control (que conté una sequéncia nucleotidica
aleatoria) (Ad.CMV-shControl).

Els arrays es van hibridar a la Unitat de Genomica de la nostra institucio. El RNA
total de les cél-lules es va retro-transcriure, marcar i hibridar amb els arrays del
genoma de ratoli 430A 2.0 (Affymetrix, USA). Les dades obtingudes es van
normalitzar mitjangant I'analisi robusta per a multiarrays (RMA, Robust Multi-Array
Analysis), passant diferents controls de qualitat. Els resultats es van analitzar per a
buscar diferéncies significatives amb el paquet LIMMA, ajustant els p-valors amb els

métodes de Benjamini i Hochberg.

Les condicions analitzades i els resultats obtinguts varen ser aquests:

Nombre total Gens Gens Total gens
Condicions
. d’arrays activats reprimits modaulats
experimentals . o
analitzats (>1.5) (<0.5) significativament
bGal/Neurog3 6 654 144 798
Neurog3+shMath6/
6 113 94 197
Neurog3+shControl

Utilitzant sistemes d’analisi informatics que permeten Il'agrupacié dels gens
diferencialment expressats segons la funcié bioldgica que desenvolupen (Ingenuity
Pathways, DAVID, etc...), vam definir diferents funcions cel-lulars modulades

significativament en els arrays d’expressio:

e Cicle cel-lular

e Moviment cel-lular

e Creixement cel-lular i proliferacio

e Senyalitzacio intercel-lular i interaccio

e Compromis cel-lular
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Aquesta tesi es va iniciar amb la identificacié d’'un grup de gens relacionats amb la
via de senyalitzacié Wingless (Wnt), ja que aquesta estava altament representada
d’entre el conjunt de gens implicats en senyalitzacio intercel-lular.

1.1.2. LA VIA WNT COM A DIANA DE NEUROG3 I MATH6

Un cop identificada la via Wnt com a possible diana de Neurog3 i Math6, vam
procedir a fer una analisi exhaustiva dels resultats obtinguts en els microarrays i vam
comprovar, un per un, la possible relacié dels gens identificats amb la via de Wnt en
base a la bibliografia disponible. Vam identificar 22 gens relacionats directa o
indirectament amb la via de senyalitzacié Wnt (Taula 5). Vam classificar aquests gens
en tres grups diferents: gens regulats unicament per Neurog3, gens regulats pel
shMath6 i gens que sén regulats tant per Neurog3 com per shMath6. Es interessant el
fet que Neurog3 i Math6 exerceixen efectes contraris sobre el grup de gens
aparentment regulats per ambdds factors. Aixi que, si un gen és activat o reprimit
alhora per Neurog3 i shMath6 implicaria que Neurog3 i Math6 tenen efectes oposats

sobre I'expressio d’aquest gen.

En la taula 5 hi tenim representats gens que participen a diferents nivells de la via,
hi observem tant lligands, com receptors, moduladors o dianes de la via. De la mateixa
manera, també trobem gens que pertanyen a les diferents branques de les vies de

Whnt, la via canonica Wnt/B-Catenina o a les vies no candniques Wnt/Ca** o Wnt/PCP.

Vam verificar els resultats obtinguts en els microarrays per 15 dels gens identificats
(Apcdd1, Bambi, cFos, Igfbp4, Mitf, Nrarp, Cdkn1a, Prickle1, Rcan2, Rock2, Shisa2,
Tcf712, Dkk1, Wnt7b i Wnt9a) mitjangant PCR quantitativa a temps real (QRT-PCR),
podent comprovar que en tots els casos es corroboren els resultats obtinguts en els

arrays, tal i com es mostra en la figura 26 per alguns dels gens testats.

Per a molts dels gens identificats, no hi ha evidéncies publicades de la seva
expressio en el pancrees embrionari i/o adult. Per aquesta ra6 hem analitzat la
preséncia en pancrees embrionari d’aquests, bé per PCR convencional o bé utilitzant
l'aplicacié del GenePaint (www.genepaint.org/Frameset.html), aplicacié on-line que
permet comprovar la preséncia o abséncia d’'un determinat mRNA en embrié de ratoli
a estadi de desenvolupament e14.5, mitjancant hibridaciéo in situ amb sondes

especifiques.
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GEN simBoL PAPER A LA REGULAT FC REGULAT FC
VIA PER Neurog3 PER shMath6
REGULATS PER NEUROG3 UNICAMENT
cyclin E2 Ccne2 Diana activat 2,52 no _
adenomatosis polyposis coli APCDD1 Component activat 2,16 no _
down-regulated 1 intracel-lular
frizzled homolog 6 Fzd6 Receptor activat 1,60 no _
(Drosophila)
leucine rich repeat containing Lgr5 Modulador i activat 1,58 no .
G protein coupled receptor 5 diana
protein phosphatase 2 Component )
(formerly 2A), regulatory Ppp2ria intrac‘()al-lular activat 1,42 no _
subunit A (PR 65), beta
isoform
FBJ osteosarcoma oncogene c-Fos Diana reprimit 0,65 no _
frizzled homolog 5 Fzd5 Receptor reprimit 0,63 no _
(Drosophila)
wingless-type MMTV Wnt7b Lligand reprimit 0,57 no _
integration site 7B
cadherin, EGF LAG seven- .
pass G-type receptor 1 Celsr1 Mn%dg;an%c:iéga reprimit 0,56 no o
(flamingo homolog,
Drosophila)
dickkopfhomolog 1 Dkk1 Modulador i reprimit 0,43 no o
(Xenopuslaevis) diana
REGULATS PER shMATH6 UNICAMENT
pricklelike 1 (Drosophila) Prickle-1 Modulador via no - activat 1,62
no canonica
cyclin-dependent kinase Cdkn1a Diana no - activat 1,52
inhibitor 1A (P21)
transcription factor 7-like 2, T- Tcf7L2 Efector no o reprimit 0,64
cell specific, HMG-box
Notch-regulated ankyrin Nrarp Modulador no - reprimit 0,51
repeat protein
REGULATS PER NEUROG3 | shMATH6
BMP and activin membrane- ) Diana i ) .
bound inhibitor, homolog Bambi modulador activat 2,76 activat 2,10
(Xenopuslaevis)
shisahomolog 2 (Tmem46) Shisa 2 Modulador activat 2,4 activat 2,11
regulator of calcineurin 2 Rcan2 Component activat 1,61 activat 1,50
intracel-lular
microphthalmia-associated Mitf Modulador activat 1,58 activat 2,15
transcription factor nucli
wingless-type MMTV Wnt9a Lligand activat 1,50 activat 1,81
integration site 9A
transducin (beta)-like 1X- Tbl1xr1 Modulador reprimit 0,80 reprimit 0,66
linked receptor 1 nucli
. . . Component
Rho-a-ss_oc|ated c_:on_ed-con Rock2 intracel-lular reprimit 0,80 reprimit 0,67
containing proteinkinase 2 Vi
ia no
canonica
insulin-like growth factor Igfbp4 Modulador reprimit 0,70 reprimit 0,57

binding protein 4

TAULA 5. Gens implicats en la via de senyalitzaci6 Wnt que son regulats de manera significativa
per Neurog3 i/o shMath6. Llistat de gens significativament regulats en resposta a Neurog3 i a shMath6
en cel-lules mPAC, identificats mijancant microarrays d’expressio. Els valors FC (fold-change) es
refereixen a Neurog3/bGal en la columna 5, i a Neurog3+shMath6/ Neurog3+shControl en la columna 7.
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Entre els gens estudiats destaquem:

El gen Bambi (BMP and activin membrane-bound inhibitor) que recentment s’ha
proposat com a modulador de la via Wnt/B-catenina (Lin et al., 2008). En aquest treball
demostren com Bambi promou la translocaci6 de [-catenina a nucli, a part
d’interaccionar directament amb els components de la via Fzd5, Lrp6 i Dvi2.
Anteriorment, també s’havia identificat Bambi com a diana de la via Wnt/B-catenina en
cél-lules de cancer colorectal (Sekiya et al., 2004). Com s’observa en la figura 26,
detectem Bambi en pancrees de ratoli en estadi €14.5, indicant aixi que s’expressa

durant el desenvolupament pancreatic.

També hem mirat I'expressid del gen Shisa2 (shisa homolog 2). Shisa2 ha estat
descrit com un modulador de la via de Wnt, aixi com també de la via de senyalitzacié
Fgf, a nivell de receptor (Hedge et al., 2008). Detectem I'expressio del seu mRNA als
diferents estadis de desenvolupament pancreatic estudiats, i a més, observem que la

seva expressio esta molt enriquida en illots adults.

Igfbp4 (insulin-like growth factor binding protein 4) ha estat descrit com un inhibidor
de la via candnica de Wnt en teixit cardiac (Zhu et al., 2008), pero per una altra banda
també s’ha definit com un activador de la via sota un procés cancerés renal (Ueno et
al., 2011). EI mRNA de Igfbp4 es detecta a nivells elevats en els diferents estadis de

desenvolupament pancreatic estudiats i el trobem també enriquit en els illots adults.

Cdkn1a (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A o p21/CIP1) és un inhibidor de la
progressioé del cicle cel-lular, que inhibeix I'activitat Cdk en les fases G1/S i G2/M del
cicle (Sherr et al., 1995), a més d’'unir-se a I'antigen nuclear de proliferacié cel-lular
PCNA (proliferating cell nuclear antigen) inhibint la replicacié del DNA (Waga et al.,
1994). Donada la relacié directa entre Wnt i proliferacié, és obvi pensar en la
participacio de p21 en la via de senyalitzacié Wnt. De fet p271 ha estat descrit com un
gen diana no molt primerenc de la via (Rohrs et al., 2009). En la figura 26 podem
observar la preséncia de Cdkn1a/p21 en pancrees embrionari de ratoli a e14.5.
Recentment s’ha identificat p21 com a diana de Neurog3, i s’ha suggerit la necessitat
de l'expressid de Cdknila, per sota de Neurog3, en les cél-lules progenitores
endocrines per a que aquestes surtin de cicle i deixin de proliferar (Miyatsuka et al.,
2011).
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Tcf712 també ha estat localitzat en pancrees embrionari de ratoli i la seva
participacio en la via Wnt esta ampliament descrita com a efector de la cascada, tal i
com s’exposa a la introduccid, aixi com la seva possible implicacié en la funcionalitat
de la cél-lula B i en la susceptibilitat a la diabetis tipus 2. Com és d’esperar, Tcf7I2
s’expressa durant 'embriogénesi pancreatica, tal i com podem observar en la figura
26.

Rcan2 (Regulator of Calcineurin 2) ha estat definit com a membre de la via no
canonica Wnt/Ca®*, i recentment s’ha descrit com un gen que participa en el control de
l'obesitat en ratoli (Sun et al., 2011). Rcan2 també es coneix amb el nom de
Calcineurin inhibitory protein ZAKI-4. Els resultats obtinguts indiquen que Rcan2
s’expressa al pancrees en els diferents estadis de desenvolupament estudiats i esta

enriquit en els illots adults de ratoli.

En conjunt, aquests resultats mostren que els factors bHLH Neurog3 i Math6
modulen I'expressié génica de diferents gens relacionats amb la via Wnt, suggerint un
ligam entre ambdds factors de transcripcio i aquesta via de senyalitzacié intracel-lular.
Aquestes observacions suggereixen un paper potencial de la via Wnt sobre el

programa de diferenciacié endocrino-pancreatica.
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FIGURA 26. Comprovacié per qRT-PCR i preséncia en pancrees embrionari d’alguns gens
diferencialment expressats en el microarray. (A) Les cél-lules mPAC van ser infectades amb les diferents
combinacions d’adenovirus indicades (bGal, Neurog3, shControl i shMath6). 42-44h després de la infeccio es
va extreure RNA total. Els nivells d’expressié van ser analitzats per qRT-PCR. Les barres representen
mitjianatSEM com a minim per a 3 experiments independents i I'expressié esta normalitzada respecte de
'expressid del gen Tata-binding protein (TBP). *p<0.05,*p<0.01 vs bGal+shControl; #p<0.05 vs
Neurog3+shControl (test estadistic de la t-student). (B) Preséncia al pancrees embrionari i a illots isolats
adults dels mRNA pels gens indicats corroborada mitjangant RT-PCR (gen de la beta-actina (Actb) com a
control intern), o mitjangant hibridacio in situ utilitzant I'eina on-line del GenePaint.
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1.2. REGULACIO DIRECTA DE LA VIA CANONICA WNT/g-
CATENINA PELS FACTORS bHLH NEUROG3 I MATH6

Els resultats obtinguts fins al moment indiquen que, tant Neurog3 com Math6,
tindrien la capacitat de modular la via de senyalitzacié Wnt a través de la regulacié de
I'expressié de components o de reguladors de la mateixa. Aqui hem volgut establir si
aquests factors també podrien tenir efectes directes sobre la senyalitzacid Whnt,
mitjangant la seva interaccio fisica i/o funcional amb components nuclears d’aquesta
via. Concretament, hem estudiat si Neurog3 i Math6 poden regular 'activacio de la via

canonica Wnt/p-Catenina depenent de factors TCF.

1.2.1 EFECTES DE NEUROG3 I MATH6 SOBRE L’ACTIVACIO DE LA VIA WNT

Per estudiar I'activacié de la via canonica de Wnt vam utilitzar el sistema reporter
de la luciferasa TOP/FOP-Flash. Aquest sistema consisteix en un vector d’expressio
(TOP-Flash) que conté 8 llocs d'unié a factors TCF. Quan un gen reconeix aquests
llocs d'uni6 s’hi uneix activant la transcripcié del gen de la luciferasa. El control negatiu
del sistema és el vector FOP-Flash que conté aquests 8 llocs d’'unié a factors TCF

mutats, impedint aixi I'activacio de la via.

Les cél-lules humanes HEK293 sén ampliament utilitzades per a I'estudi d’aquesta

via ja que tenen una activitat basal de la via canonica de Wnt elevada. Com a control
positiu d’activacié de la via utilitzem el vector d’expressié per a la forma activa
constitutiva de B-catenina, la qual indueix I'activitat basal de la via unes 50 vegades
comparat amb el control. Com a control negatiu utilitzem un vector d’expressié que
codifica pel dominant negatiu de Tcf712 (o Tcf4) (DN-Tcf712).

En la linia cel-lular HEK293, hem pogut observar com Neurog3 té la capacitat
d’induir I'activitat basal de la via candnica de Wnt en aquestes ceél-lules (veure figura
27). Per contra, Math6 exerceix I'efecte oposat disminuint de manera significativa
l'activitat basal de la via. A més, Math6 té la capacitat de reduir els efectes promoguts
per 3-catenina sobre l'activitat basal de la via, aixi com també de reduir la induccié que
promou Neurog3. Aquests resultats ens mostren que Math6 pot regular negativament

la via, mentre que Neurog3 n’és un activador.

Els estudis d’activacié de la via Wnt poden donar resultats molt variables en funcié

del context cel-lular escollit, possiblement com a consequéncia de la diversitat de
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receptors, co-receptors i lligands, aixi com de diferéncies en I'expressio de factors i co-
reguladors intracel-lulars de la via. Per aquesta rad, també hem assajat els efectes de
Neurog3 i Math6 en un context cel-lular pancreatic utilitzant diferents linies cel-lulars.
Hem analitzat linies cel-lulars de llinatge endocri (a-TC1.6 i B-TC3), exocri (266) i
ductals (MPAC). En totes elles, els nivells basals d’activacié de la via Wnt candnica
sén molt baixos, i la seva la capacitat d’activacioé per B-catenina és també molt discreta
(dades no mostrades). De totes les linies estudiades, les cel-lules mPAC son les que
han donat resultats una mica més robustos i reproduibles. Tot i aixi, al contrari del que
hem vist a les cél-lules HEK293, ni Neurog3 ni Math6 afecten I'activacio basal de la via
Wnt en aquesta linia cellular. Igualment, malgrat que pB-catenina activa
significativament la via (10 vegades) a les mPAC, tampoc hem observat cap efecte

evident ni de Neurog3 ni de Math6 sobre aquesta activacio (Figura 27).
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FIGURA 27. Activacié de la via de senyalitzaci6 Wnt per Neurog3 i Math6. Les linies cel-lulars
HEK293 i mPAC han estat transfectades amb els vectors reporters de luciferasa TOP-Flash (negre) o
FOP-Flash (blanc), amb els vectors d’expressié Neurog3 i/o Math6, la forma activa de beta-catenina o el
dominant negatiu DN-Tcf7L2. Els resultats estan expressats com a mitjanatSEM de com a minim 4
experiments independents, i estan expressats relatius a I'activitat en preséncia del vector buit (activitat
basal, al que s’ha donat el valor de 1). *p<0.05, **p<0.01 i ***p<0.001 (test estadistic de la t-student).
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En conjunt, aquests resultats indiquen que Neurog3 i Math6 tenen la capacitat de
modular I'activitat transcripcional de factors TCF en determinats contexts cel-lulars
(cél-lules HEK293), perd no en d’altres (cél-lules mPAC). Aixd fa que no puguem
descartar I'existéncia d’'una possible regulacié de la via de senyalitzacié Wnt en
resposta a aquests factors en el context cel-lular dels progenitors endocrins durant
I'embriogénesi. En aquesta tesi, perdo,com a consequéncia de les diferéncies existents
entre els models utilitzats, ens hem centrat en el paper de Neurog3 i Math6 com a

reguladors de I'expressié génica de components de la via Wnt.
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2. IDENTIFICACIO DELS LLIGANDS WNT7B I WNT9A
COM A POSSIBLES DIANES DE NEUROG3 I MATH6

Els gens que codifiquen pels lligands Wnt7b (wingless-type MMTV integration site
family, member 7b) i Wnt9a (wingless-type MMTYV integration site family, member 9a)
s6n dos dels gens identificats en els microarrays d’expressié com a dianes potencials
de Neurog3 (Wnt7b) i de Neurog3 i Math6 (Wnt9a).

2.1. COMPROVACIO RESULTATS DELS MICROARRAYS PER
PCR A TEMPS REAL

L’expressio dels dos lligands, Wnt7b i Wnt9a, es comporta de manera oposada en
resposta a Neurog3. Mentre que els nivells basals del mMRNA de Wnt7b sén elevats en
les cél-lules mPAC, els de Wnt9a son indetectables (veure figures 28 i 31). Quan
sobreexpressem Neurog3 en aquestes cél-lules observem una disminucié en els
nivells d’expressio de Wnt7b, just al contrari del que passa amb Wnt9a, que veu

induida la seva expressio.

El silenciament génic de Math6 en solitari (shMath6 sol) no té cap efecte significatiu
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sobre I'expressio d’aquests lligands. En canvi, en el cas de Wht9a, observem que en

combinacié amb Neurog3, el shMath6 incrementa els efectes promoguts per Neurog3
sola, el que ens estaria indicant que Neurog3 i Math6 tindrien efectes oposats sobre
I'expressiod d’aquest lligand. Pel que fa a Wnt7b, en el cas de la combinacié Neurog3 i

shMath6, no observem diferéncies en els nivells d’expressio del lligand.
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FIGURA 28. Regulacié de I’expressio dels lligands Wnt9a i Wnt7b per Neurog3 i Math6. Les cél-lules
mPAC van ser infectades amb les diferents combinacions d’adenovirus indicades (bGal, Neurog3,
shControl i shMath6). Es van recollir les cel-lules 42-44h després de la infeccié per extreure’n RNA total.
Els nivells d’expressié del transgen de Neurog3, Math6, Wnt9a i Wnt7b van ser analitzats per qRT-PCR.
Les barres representen mitjanatSEM com a minim per a 3 experiments independents i I'expressio esta
normalitzada en funcié de I'expressié del gen Tata-binding protein (TBP). * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001
vs bGal+shControl; # p<0.05; ### p<0.001 vs Neurog3+shControl (test estadistic de la t-student).

2.2. EXPRESSIO EN PANCREES EMBRIONARI DELS LLIGANDS
WNT7B 1 WNT9A

Com a pas preliminar abans d’aprofundir en el possible paper de Wnt9a i Wnt7b
durant la diferenciacié endocrino-pancreatica, hem volgut comprovar que els dos
lligands siguin expressats en el lloc i moment adequats per poder participar en aquest
procés. L'expressio del mMRNA de Wnt7b a pancrees embrionari per PCR a temps real
ha estat descrita amb anterioritat (Heller et al., 2002). En canvi, pel que fa a Wnt9a no

hi ha cap publicacié que en faci referéncia.
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Inicialment, vam utilitzar la base de dades digital de GenePaint
(www.genepaint.org/Frameset.html) que permet consultar els perfils d’expressio
génica obtinguts mitjangant hibridacions in situ a embrions de ratoli a I'estadi e14.5.

El mRNA del ligand Wnt7b s’expressa de manera evident en el pulmd, fet que
corrobora el fenotip de I'animal deficient per aquest lligand (Shu et al., 2002; Rajagopal
et al., 2008). També s’observa expressié en d’altres teixits, com per exemple estémac,
ronyo, sistema auditiu, sistema olfactiu, llengua, etc. Tot i que I'expressié és més débil
que en el cas del pulmé, també trobem expressio de Wnt7b en el pancrees (Figura
29A). L’expressié pancreatica d’aquest lligand sembla estar localitzada a les puntes de
I'epiteli (epithelial tips) on es localitzen els progenitors pancreatics exocrins a e14.5, tal
i com passa amb Rbpjl (Hoffman et al., 2008), el que suggereix un perfil d’expressio

acinar.

Per altra banda, el senyal del mRNA del lligand Wnt9a és en general és molt més
debil que el de Wnt7b (veure figura 29A). Hi ha expressio feble de Whit9a al sistema
nerviés i esquelétic en general. No es detecta perd cap senyal en el pancrees. Es
possible que, o bé la qualitat de la sonda emprada per la hibridacié in situ no sigui
optima, o que aquest lligand s’expressi de manera feble en aquest estadi de

desenvolupament.

Com que la consulta de la base de dades GenePaint no ens aporta una resposta
concloent respecte I'expressié de Wnt9a al pancrees, hem estudiat la preséncia del
mRNA per aquest lligand mitjangant RT-PCR convencional. Hem realitzat un estudi del
perfil d’expressio dels lligands Wnt9a, Wnt7b i Wnt5a en una bateria d’organs de ratoli
a estadi e15.5 (e15.5 coincideix amb el moment de maxima expressié de Neurog3 al
pancrees i amb el pic de diferenciacié endocrina). Amb aquests resultats podem
corroborar I'expressio del mRNA de Wnt9a en els diferents teixits embrionaris
estudiats, entre ells el pancrees, amb diferents nivells d’expressio, a excepcio del fetge
en el qual no el detectem (Figura 29B). El mateix podem dir per Wnt7b, el mRNA del
qual s’expressa de manera ubiqua en I'embrié de ratoli a estadi €15.5 en els diferents
teixits analitzats i a diferents nivells d’expressid, a excepcid, en aquest cas, del cor en

el qual no detectem expressié d’aquest lligand.

127

&
©
=
>
(7]
(0]
14



128 | Resultats

A wnt7b wnt9a

pulmé

pancrees —

) '*-\, o} ".
- y
5 2 y
@ e it
B e155
w

8 3

E T 9 P 0o B 5 ©

:.g E c = — o @ C 5

w @ 5 =3 0 § E @ B

L O = O 0O ¢ = o O

Whnt9a

Whnt7b
Whntba
Actb

FIGURA 29. Expressio en teixits embrionaris dels lligands Wnt7b i Wnt9a. (A) Imatges de I'aplicacié
on-line GenePaint on es detecta per hibridacié in situ I'expressié dels lligands Wnt7b i Wnt9a. (B) Els
mRNA que codifiquen pels lligands de la via Wnt9a, Wnt7b i Wnt5a s’han analitzat per RT-PCR en els
diferents teixits embrionaris de ratoli indicats extrets en I'estadi e15.5. El gen de la beta-actina (Actb) ha
estat utilitzat com a control intern.
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Un cop verificada la preséncia en pancrees embrionari d’ambdés lligands, hem
avaluat els seus perfils d’expressid durant el desenvolupament pancreatic de ratoli,
des de e13.5 fins €17.5 (un dia abans del final de la gestacid) i en illots isolats de ratoli
adult. A més dels mMRNAs de Wnt9a i Wnt7b, hem analitzat també I'expressidé de
Whnt5a, préviament descrit en el pancrees embrionari (Heller et al., 2002) i del paraleg
de Wnt9a, el lligand Wnt9b.

En general detectem expressio del mMRNA per aquests lligands de Wnt, a excepcid
del lligand Wnt9b, en tots els estadis embrionaris estudiats. En el cas del gen Wnt9a
podem veure que I'expressié és més o menys constant al llarg de I'organogénesi
pancreatica, cosa que no passa amb el seu paraleg, que no el detectem en cap dels
estadis de desenvolupament pancreatic estudiats. Pel que fa a Wnt7b i Wnt5a
s’observa un patré d’expressié semblant, disminuint la seva expressio al llarg del

desenvolupament (Figura 30).
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FIGURA 30. Expressié en pancrees embrionari dels lligands Wnt7b i Wnt9a. (A) Els mRNA
que codifiquen pels lligands de la via Wnt9a i Wnt7b, juntament amb Neurog3, Wnt9b i Wnt5a s’han
analitzat per RT-PCR. El teixit pancreatic de ratoli ha estat recollit als estadis embrionaris indicats i
en illots adults. El gen de la beta-actina (Actb) ha estat utilitzat com a control intern. (B) Els mRNA
que codifiquen per Wnt9a i Wnt7b s’han analitzat per gRT-PCR. Teixit pancreatic de ratoli ha estat
recollit als estadis embrionaris indicats i en illots adults. L’expressio esta normalitzada en funcio de
I'expressio del gen de TBP. Els resultats sén la mitjanatSEM de com a minim 3 mostres
independents.

Per determinar de manera quantitativa 'abundancia dels mRNAs dels gens Wht7b i
Wnt9a als diferents estadis de desenvolupament pancreatic, hem utilitzat PCR a
temps real. Trobem expressiéo elevada de Whnt7b en estadis primerencs, la qual

disminueix a mesura que avanca el desenvolupament. Per contra, Whit9a, tot i
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expressar-se més débilment que Wnt7b a e13.5, es manté més o menys constant al
llarg de I'embriogénesi pancreatica. L’'expressiéo d’ambdds lligands en illot adult és

detectable tot i que és molt débil (Figura 30B).

2.2.1 EXPRESSIO GENICA DELS LLIGANDS WNT7B I WNT9A EN DIFERENTS
LINIES CEL-LULARS PANCREATIQUES
Hem estudiat la caracteritzacio dels perfils d’expressié d’aquests lligands de Wnt,
comparant la seva expressio en diferents linies cel-lulars murines pancreatiques i no
pancreatiques: les linies endocrines a-TC1.6 (cél-lules de glucagonoma), i B-TC3 i
Min6 (cél-lules d’insulinoma); la linia exocrina 266 i la linia fibroblastica NIH-3T3
(Figura 31).

En el cas del mRNA de Wnt9a, el podem detectar a totes les linies estudiades a
excepci6 de les cél-lules mPAC, com ja hem descrit amb anterioritat. En canvi, només
detectem expressio del mRNA de Wnt7b a la linia ductal mPAC i a l'acinar 266,
suggerint un perfil d’expressié exocri d’aquest lligand en el pancrees. Aquesta
observacio coincideix amb el seu patré d’expressié suposadament exocri en el

pancrees embrionari (veure figura 31).
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FIGURA 31. Expressio en linies cel-lulars dels lligands Wnt9a, Wnt7b i Wnt5a. Els mRNA que
codifiquen pels lligands de la via Wnt9a, Wnt7b i Wnt5a s’han analitzat per RT-PCR en les linies
cel-lulars indicades. El gen de la beta-actina (Actb) ha estat utilitzat com a control intern.
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2.2.2 IDENTIFICACIO DE LES CEL-LULES QUE EXPRESSEN WNT9A EN EL
PANCREES

Un cop comprovada la preséncia del mRNA que codifica per Wnt9a al pancrees

embrionari, hem volgut identificar quines sén les cél-lules que expressen aquest

ligand. Actualment existeixen dos anticossos comercials, de les cases Santa Cruz i

Abcam, dels cuals no existeix cap publicacié. Hem testat els dos, no obstant, a les

nostres mans, cap dells ha funcionat ni per western blot (emprant un vector

d’expressié com a control positiu), ni per immunohistoquimica.

Com alternativa a la immunodeteccié del lligand Wnt9a mitjangant anticossos
especifics, hem fet Us dels animals transgénics per a Wnt9a (que estudiarem en més
profunditat a I'apartat 3 d’aquesta seccio) els quals tenen substituit I'exd 2 per un
cassette d’expressié del gen de resisténcia a la neomicina i del gen LacZ. Aixi,
estudiarem la B-galactosidasa en animals heterozigots com a representacié de

I'expressio de Wnt9a.

En una primera aproximacié, hem volgut detectar I'activitat B-galactosidasa
mitjancant tinci6 amb X-Gal. Per una banda, hem realitzar la tincié sobre teixit fixat, tal
i com mostra la figura 32. Tot i apreciar a nivell macroscopic activitat -galactosidasa
(color blau), la tincié és debil i, al realitzar seccions per a poder estudiar a nivell
microscopic quines cél-lules son les que presenten aquesta activitat f-galactosidasa,

aquesta coloracio es perd.

SISTEMA DIGESTIU embrio Wnt9a*/* E15.5 SISTEMA DIGESTIU embri6 Wnta*/~ E15.5
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FIGURA 32. Sistema digestiu a e15.5 tenyit amb X-Gal. Els sistemes digestius d’animals Wnt9a™" i
Wnt9a*" han estat recollits a estadi e15.5, pre-fixats i tenyits amb la tinci6 especifica per x-Gal, tal i com
s’indica en 'apartat de material i métodes.
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En un segona aproximacié, hem emprat un anticos especific per a -galactosidasa,
tant per immunodeteccié en fluorescéncia com per activitat peroxidasa. Mitjangant les
dues técniques, perd només en algunes mostres, hem detectat un senyal positiu
citoplasmatic débil en algunes cel-lules aillades no insulino-positives del pancrees a
e15.5 (veure figura 33).

Malauradament, i malgrat tots els esforgos, fins aquest moment, no ens ha estat
possible establir de manera conclusiva la identitat de les cél-lules que expressen
Wnt9a al pancrees embrionari, possiblement degut al baix nivell d’expressié d’aquest
lligand.

bGalactosidasa / insulina

bGalactosidasa / insulina bGalactosidasa / insulina

FIGURA 33. Deteccié de B-galactosidasa amb un anticos especific en pancrees d’animals
transgénics per Wnt9a a estadi de desenvolupament e15.5. Deteccié per immunofluorescencia de
++

beta-galactosidasa (verd) amb co-tincid6 amb insulina (vermell) en un animal salvatge (Wnt9a™") (part
superior de la imatge) i un animal heterozigot (Wnt9a™) (part inferior de la imatge).
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2.3. REGULACIO DE L’EXPRESSIO DEL LLIGAND WNT9A EN EL
MODEL DE CEL-LULES DUCTALS DE RATOLI mPAC

2.3.1 ACTIVACIO DEL GEN DE WNT9A PER PART DE NEUROG3

Hem estudiat les corbes temps-resposta i dosi-resposta de I'activacié del gen de
Whnt9a en resposta a I'expressio ectopica de Neurog3 (Ad.CMV-NEUROG3) a les
cél-lules mPAC. Hem observat que la induccid ja és evident a baixes dosis
d’adenovirus (moi 12.5). Emprant la dosi intermédia que déna una activacié mitjana
(moi 50), observem que es tracta d’'una induccié rapida (<24h) similar a la de Math6 i
clarament anterior a la de NeuroD1, una altra diana de Neurog3. En conjunt, aquestes

evidéncies suggereixen que el gen Wnt9a podria ser una diana directa de Neurog3.
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FIGURA 34. Corbes dosi-resposta i temps-resposta. (A) Les cél-lules mPAC van ser infectades amb
els adenovirus Ad.CMV-NEUROGS a les diferents dosis indicades i es va extreure RNA total 48 hores
després de la infeccié. L'expressi6 es va normalitzar en funcié de I'expressié del gen de la
glucoronidasa de ratoli (mGus). (B) Les ceél-lules mPAC van ser infectades amb els adenovirus Ad.CMV-
NEUROGS3 i es va extreure RNA total 0, 24 i 48 hores després de la infeccid. Es va analitzar I'expressio
génica dels gens indicats per qRT-PCR i I'expressio es va normalitzar en funcié de I'expressio del gen
de la glucoronidasa de ratoli (mGus).
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e Activacio de Wnt9a per Neurog3 en altres linies cel-lulars

Per tal d’avaluar si I'activacio del gen de Wnt9a per part de Neurog3 era quelcom
especific de les cél-lules mPAC o era independent del context cel-lular, vam estudiar
aquesta inducci6 en daltres linies cel-lulars: P19 (cél-lules derivades de
teratocarcinoma de ratoli que poden activar el procés de diferenciacié neuronal, en
resposta a la induccié de factors bHLH proneurals) i NIH3T3 (cél-lules fibroblastiques
de ratoli). En totes elles hem comprovat que Neurog3 indueix I'expressié del gen de
Wnt9a, indicant que l'accié de Neurog3 sobre I'expressié del lligand no és una
caracteristica unica de les cél-lues mPAC. En la figura 35 mostrem les dades

obtingudes en les cél-lules p19 i NIH3T3.
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FIGURA 35. Expressi6é de Wnt9a en resposta a Neurog3. Les cél-lules p19 i NIH3T3 van ser infectades
amb els adenovirus Ad.CMV-bGal o Ad.CMV-NEUROGS3 i es va extreure RNA total a les 42-44h hores
després de la infeccid. L'expressié del gen Wnt9a es va analitzar per gqRT-PCR i I'expressié es va
normalitzar en funcié de I'expressié de TBP. Les barres representen la mitjanatSEM de 3 experiments
independents en el cas de les cél-lules p19, i de 2 en el cas de les NIH3T3. *<p0.05 vs bGal.

2.3.2 MODIFICACIONS EPIGENETIQUES DE LA REGIO PROMOTORA DE WNT9A
EN RESPOSTA A NEUROG3

L’activacio transcripcional esta intimament relacionada amb canvis en I'estructura
de la cromatina. Hem volgut mirar si I'activacié del gen de Wht9a promoguda per
Neurog3 correlaciona amb canvis en modificacions post-traduccionals d’histones que
s’associen a dominis de cromatina activa i inactiva. Concretament, hem estudiat la

dimetilacié (me2) i la trimetilacié (me3) de la histona 3 en la lisina 4 (H3K4) que
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s’associa amb una cromatina activa. | també hem estudiat la trimetilacid de la histona
3 en la lisina 27 (H3K27) que s’associa a marques repressives de la cromatina. S’ha
demostrat que aquestes marques son importants per determinar I'activacié o la
repressid de gens importants durant el desenvolupament (Bernstein et al., 2005;
Mikkelsen et al., 2007).
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FIGURA 36. Estudi dels canvis a la cromatina del gen Wnt9a en resposta a Neurog3. Les
cromatines de cél-lules mPAC no tractades o infectades amb I'adenovirus recombinant de Neurog3 han
estat immunoprecipitades amb els anticossos especifics per Histona3 lisina4 dimetilada (H3K4me2) i
trimetilada (H3K4me3) i la Histona 3 lisina 27 trimetilada (H3K27me3). El DNA associat ha estat analitzat
per gRT-PCR pels promotors proximals dels gens Wnt9a, Actb i MyoD. Els resultats s’han expressat en
relacié a I'enriquiment de l'input. Les barres representen la mitianatSEM de com a minim 2 experiments
independents i I'expressié esta normalitzada en funcié de I'expressié del gen TBP. *p<0.05 vs cél-lules
no tractades (test estadistic de la t-student).

Hem observat un enriquiment significatiu en el cas de H3K4me2, i una tendéncia
per a H3K4me3, en preséncia de Neurog3 al promotor proximal del gen Wht9a, fet que
correlaciona amb I'activacio d’aquest gen. Cal observar que, tot i que el mRNA de
Wnt9a en les cél-lules mPAC és indetectable, el promotor de Wnt9a presenta
enriquiment en les marques de metilaci6 H3K4me2 i H3K4me3, que és clarament

superior al de MyoD, utilitzat com a control negatiu ja que no s’expressa en aquesta
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linia cel-lular, perd és molt menor del que s’observa al promotor de la beta-actina
(Actb). El gen Wnt9a també esta enriquit en la marca repressiva H3K27me3 en estat
basal en les cél-lules mPAC i aquesta marca no desapareix en preséncia de Neurog3
(veure figura 36). La co-expressio d’aquestes marques de la cromatina oposades va
ser descrita originariament en cél-lules mare embrionaries i se li va donar el nom de
dominis bivalents (Bernstein et al., 2005; Mikkelsen et al., 2007), el quals es van
associar a gens clau de desenvolupament en aquestes cel-lules. Aquests gens solen
ser transcrits débilment pero tenen l'avantatge que poden activar-se rapidament en

resposta a senyals de desenvolupament.

o Estat de la cromatina de la regié promotora de Wnt9a en pancrees embrionari

Hem volgut comparar les dades obtingudes in vitro amb I'estat de la cromatina al
promotor de Wnt9a in vivo i, amb aquesta finalitat, hem realizat ChIP
(immunoprecipitacié de la cromatina) amb cromatina de primordis pancreatics de
e14.5. Hem trobat que el promotor de Wht9a esta enriquit en H3K4me2 i H3K4me3 en
relacio al gen pro-miogenic MyoD, inactiu en el pancrees. De fet, trobem enriquiment
similar d’aquestes marques actives al gen de Neurog3, perd menor que el del gen
Actb (veure figura 37). El fet que el promotor estigui enriquit en H3K4me2 com

H3K4me3 dona suport a que aquest gen esta actiu en pancrees embrionari.
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FIGURA 37. Estudi de I'estat de la cromatina en pancrees embrionari. Les cromatines de pancrees
embrionari a €14.5 han estat immunoprecipitades amb els anticossos especifics per Histona3 Lisina4
dimetilada (H3K4me2) i trimetilada (H3K4me3). EI DNA associat ha estat analitzat per gRT-PCR pels
promotors dels gens Neurog3, Math6, Wnt9a i Actb. Els resultats s’han expressat en relacié a I'enriquiment
dels inputs. Les barres representen la mitjana + SEM de com a minim 2 experiments independents
independents i I'expressié esta normalitzada en funcié de I'expressié del gen TBP. *p<0.05 vs MyoD (test
estadistic de la t-student).
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2.3.3 REGULACIO DEL GEN DE WNT9A PER ALTRES FACTORS bHLH

Hem volgut avaluar I'especificitat dels efectes de Neurog3 sobre el gen de Wnt9a.
Amb aquest objectiu, hem estudiat I'expressié de Wnt9a en resposta a altres factors
de la familia dels bHLH que promouen processos de diferenciacié en altres teixits,

com per exemple el factor pro-neural Mash1, o el factor bHLH pro-miogénic MyoD.

Per una banda, el factor Mash1 activa Wnt9a de manera similar a la que ho fa
Neurog3, mentre que MyoD també l'activa perd de manera marcadament més débil.
Per l'altra, els factors bHLH pro-exocrins Ptf1a o Mist1 (presentats en l'apartat 2.2.2.2
de la introduccid) no exerceixen cap efecte sobre I'expressido del gen de Wni9a,
suggerint la connexié especifica d’aquest lligand amb el compartiment endocri del

pancrees (veure figura 38).

0.51
*
o 047 |
% 03 L
e " ** N
% 0.2+ - | £
N
w01, - - 2
N N
O = N BN - 0 e
bGal Neurog3 Mash1 MyoD Ptf1a Mist1

FIGURA 38. Regulacié del gen de Wnt9a per factors bHLH. Regulacié del gen de Wnt9a pels factors
bHLH Neurog3, Mash1, MyoD, Ptf1a i Mist1. Les cél-lules mPAC van ser infectades amb els adenovirus
indicats i es va extreure RNA total 48 hores després de la infeccié. Els nivells d’expressié del gen Wnt9a
van ser testats per gqRT-PCR i van ser normalitzats respecte al gen de TBP. Les barres representen
mitjanatSEM com a minim per a 3 experiments independents i I'expressié esta normalitzada en funcioé de
I'expressio del gen TBP. *p<0.05 i **p<0.01 vs bGal (test estadistic de la t-student).

2.3.4 REGULACIO DEL GEN DE WNT9A PER COMPONENTS DE LA CASCADA
ENDOCRINO-PANCREATICA

Per tal de caracteritzar amb més detall la posicié que ocupa Wnt9a en la cascada

de diferenciacié endocrino-pancreatica hem estudiat com altres factors de transcripcié

endocrins, en solitari 0 combinats amb Neurog3, regulen el gen de Wnt9a. Hem
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estudiat els efectes que exerceixen NeuroD1, Pax4, Nkx2.2 i Nkx6.1 sobre Wnt9a. Cal

recordar que tots ells sén dianes géniques de Neurog3.

NeuroD1, un factor bHLH que pertany a la mateixa subfamilia que Neurog3, activa
I'expressié génica de Wnt9a a un nivell semblant al que ho fa Neurog3. De la resta de
gens estudiats, només Nkx6.1 per si sol indueix significativament I'expressié del gen
de Wht9a, pero a nivells molt més discrets dels que ho fan Neurog3 i NeuroD1. A més,
Nkx6.1 combinat amb Neurog3, igual que també ho fa Pax4, exerceixen un efecte
potenciador a la induccié génica promoguda per Neurog3 sobre el gen de Wnt9a
(veure figura 39).

0.30= *
* |

0.25+
0.20+
0.15+4

*k

0.104

Expressié relativa

0.054

b-Gal Pax4 Nkx6.1 Nkx2.2 NeuroD1 Neurog3 b-Gal Pax4 Nkx6.1 Nkx2.2

Neurog3

FIGURA 39. Regulacié del gen de Wnt9a per factors de transcripcié de la cascada endocrina.
Regulacié del gen de Wnt9a pels factors de transcripcié endocrins Neurog3, NeuroD1, Nkx2.2, Nkx6.1 i
Pax4 sols o en combinacié amb Neurog3 o bGal com a control. Les cél-lules mPAC van ser infectades
amb els adenovirus indicats i es va extreure RNA total 48 hores després de la infeccié. Els nivells
d’expressié del gen Wnt9a van ser testats per qRT-PCR i van ser normalitzats respecte al gen de TBP.
Les barres representen mitjanatSEM com a minim per a 3 experiments independents i I'expressio esta
normalitzada en funcié de I'expressié del gen TBP. *p<0.05 i **p<0.01 vs bGal (test estadistic de la t-
student).

Aquests resultats son interessants i revelen la possible existéncia d’un lligam entre
Wnt9a i el desti cel-lular B ja que, tant Nkx6.1 com Pax4 son factors de transcripcio
especificament lligats a la formacio del llinatge B del pancrees (veure apartat 2.2.3 de
la introduccid).



Resultats

L’analisi de 5 Kb de la regié gendmica no codificant anterior a l'inici de transcripcio
del gen de Wnt9a, amb el software Genomatix, ens ha permés identificar elements
d’'unié a factors bHLH (caixes E) i factors de transcripcié especifics de pancrees al
promotor de Wnt9a. Concretament, hem trobat llocs d’'unié als factors de la familia
bHLH NeuroD/Neurog en diferents zones del promotor (aprox. 1Kb, 4Kb i 5Kb des de
l'inici de transcripcid (TSS)), aixi com també llocs d'unié a factors endocrino-
pancreatics Pax4/6 (aprox. 1,5Kb, 2 Kb, 3Kb i 4Kb des de TSS) o factors Nxk6 (aprox.
0,5Kb i 2Kb des de TSS). Els resultats obtinguts in vitro de regulacié del gen de
Wnt9a, estarien recolzant aquests resultats obtinguts in silico, indicant que aquests
llocs d’unié serien funcionals (veure taula 6). També hem trobat llocs d’unié per altres

factors de transcripcio pancreatics com Pdx1, Hnf1, Insm1 i Ptf1.

D’altra banda, a part dels factors més especifics de compartiment, en el promotor
de Whnt9a també hem trobat llocs d’'unié a factors transcripcionals relacionats amb la
senyalitzaciéo de Wnt, com per exemple, a factors LEF1/TCF o al factor de transcripcié
Mitf.

FAMILIA GENICA GEN POSICIO POSICIO CADENA
D’INICI FI DNA

NeuroD, Beta2, HLH domain NEUR 637 649 -
859 871 +
860 872 -
1461 1473 +
1462 1474 -
1974 1986 +
1975 1987 -
3714 3726 -
4923 4935 +
4924 4936 -

Pancreas transcription factor 1,

heterotrimeric transcription factor PTFT 1976 1996 ¥
2691 2711 -
2867 2887 +
3704 3724 -
4925 4945 +

NK6 homeobox transcription factors NKX6 542 552 +
2274 2284 +
2311 2321 +
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PAX-4/PAX-6 paired domain
binding sites PAX6 1306 1324 +
1390 1408 +
1883 1901
2159 2177
3131 3149 +
3198 3216 +
3676 3694 +
3686 3704 +
3876 3894 +
Pancreatic and intestinal
homeodomain transcription factor PDX °38 >%8
2267 2287 +
2304 2324 +
2830 2850
Insulinoma associated factors INSM 464 476
946 958 +
3331 3343
3870 3882
4096 4108 +
4267 4279 +
Hepatic Nuclear Factor 1 HNF1 825 841 +
4157 4173 +
LEF1/TCF LEFF 180 196 +
203 219
328 344 +
1900 1916 +
2615 2631 +
4054 4070
Microphthalmia transcription factor MITF 1614 1632
1681 1699 +
2222 2240
3654 3672 +

TAULA 6. Resultats obtinguts amb el software de Genomatix pel promotor de Wnt9a
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2.4. PAPER DEL LLIGAND WNT9A EN EL PROGRAMA
TRANSCRIPCIONAL ENDOCRiI SOTA EL CONTROL DE
NEUROG3

En base als resultats obtinguts fins ara, hipotetitzem que Wnt9a podria estar
iintervenint en el programa de diferenciacié endocrina, per aixd6 hem investigat si el
ligand Wnt9a pot regular la cascada transcripcional endocrina iniciada per Neurog3 a
les cél-lules mPAC. Amb aquesta finalitat, hem creat un vector adenoviric que
expressa Wnt9a sota el control d’'un promotor d’expressié constitutiva (CMV). El cDNA
de Whnt9a, emprat per la construccio de I'adenovirus va ser clonat a partir de RNA total

de cervell de ratoli recollit a I'estadi de desenvolupament e17.5.

Inicialment hem avaluat la correcta generacié de I'adenovirus Ad.CMV-Wnt9a
estudiant els nivells de mMRNA de Wnt9a en cél-lules mPAC infectades amb Ad.CMV-
Wnt9a i/o Ad.CMV-NEUROG3 (Figura 40) .
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FIGURA 40. Comprovacio6 de la sobreexpressio de Wnt9a. Les cel-lules mPAC van ser infectades amb
les diferents combinacions d’adenovirus indicades (Ad.CMV-bGal, Ad.CMV-NEUROG3 i Ad.CMV-Wnt9a).
Es van recollir les cel-lules 42-44h després de la infeccid per extreure’'n RNA total. Els nivells d’expressié
de Wnt9a van ser analitzats per qRT-PCR i estan representats respecte a Neurog3, a la que se I'hi ha
donat el valor de 1. Les barres representen mitjanatSEM com a minim per a 3 experiments independents i
'expressio esta normalitzada en funcié de I'expressié del gen TBP. * p<0.05 (test estadistic de la t-
student).

Un cop comprovada la sobreexpressio de Wnt9a, hem investigat el seu efecte
sobre el programa de diferenciacié endocrina induit per Neurog3 a les cél-lules mPAC.

D’una banda, la sobreexpressio de Wnt9a en solitari no indueix I'expressié de cap dels
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gens estudiats propis de la cascada de diferenciacié endocrina. En canvi, la
sobreexpressio combinada de Wnt9a amb Neurog3 déna com a resultat el bloqueig
significatiu de I'activacié del gen del factor de transcripcié Pax4 i dels gens de les
hormones Sst i lapp (veure figura 41). S’observa una tendéncia similar pels gens
NeuroD1 (P=0.07) o el de la propia Neurog3 (P=0.08). Per tant, Wnt9a podria estar
exercint una regulacié negativa sobre la funcié pro-endocrina de Neurog3 a les
cél-lules mPAC. Podem dir perd que aquesta regulacié és gen-especifica, ja que el
bloqueig no és generalitzat sobre tots els gens estudiats. En la figura 41 tenim
I'exemple de Math6 o IA-1 que no veuen afectada la seva activacié en presencia del
lligand Wnt9a.
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FIGURA 41. Estudi de I'efecte de la sobreexpressio de Wnt9a sobre la cascada endocrina activada
per Neurog3. Les cél-lules mPAC van ser infectades amb les diferents combinacions d’adenovirus
indicades (Ad.CMV-bGal, Ad.CMV-NEUROG3 i Ad.CMV-Wnt9a). Es van recollir les cél-lules 42-44h
després de la infeccié per extreure’'n RNA total. Els nivells d’expressié dels gens indicats van ser analitzats
per qRT-PCR i estan representats respecte a Neurog3, a la que se I'hi ha donat el valor de 1. Excepte
Math6, cap d’aquests gens s’expressa en cel-lules mPAC no tractades amb Neurog3. Les barres
representen mitianatSEM com a minim per a 3 experiments independents i I'expressié esta normalitzada
en funcié de I'expressid del gen TBP. * p<0.05 i **p<0.01 (test estadistic de la t-student).
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També hem avaluat I'expressio d’algun dels gens relacionats amb la via Wnt i que
haviem identificat previament en els arrays, com a gens modulats per Neurog3 i/o
shMath6 (Tcf712, Wnt7b, Shisa2, Rcan2, Rock2, Bambi i Mitf), sobre els quals tampoc
no veiem canvis (dades no mostrades), a excepcié del lligand Wnt7b, la inhibici6 del
qual en resposta a Neurog3 es veu parcialment bloquejada en preséncia de Wnt9a
(Figura 42). L’expressid6 de Wnt9a individualment també té un efecte activador

moderat sobre I'expressio de Wnt7b.
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FIGURA 42. Estudi de I'efecte de la sobreexpressi6 de Wnt9a sobre I’expressié de Wnt7b. Les
cél-lules mPAC van ser infectades amb les diferents combinacions d’adenovirus indicades (Ad.CMV-bGal,
Ad.CMV-NEUROG3 i Ad.CMV-Wnt9a). Es van recollir les cel-lules 42-44h després de la infeccié per
extreure’'n RNA total. Els nivells d’expressié dels gens indicats van ser analitzats per qRT-PCR. Les barres
representen mitjanatSEM com a minim per a 3 experiments independents i I'expressid esta normalitzada
en funcié de I'expressié del gen TBP.* p<0.001 vs bGal i # p<0.01 vs bGal-Neurog3 (test estadistic de la t-
student).

En conjunt, els resultats obtinguts fins ara demostren que la sobreexpressié de
Wnt9a interfereix amb l'activacioé de la cascada de diferenciacié endocrina promoguda
per Neurog3 en les cél-lules mPAC. Per tant, la induccioé de I'expressio de Wnt9a en
resposta a Neurog3 podria ser un mecanisme destinat a regular I'activitat pro-

endocrina d’aquest factor de transcripcio.

2.5. ESTUDI DELS EFECTES DEL LLIGAND WNT9A SOBRE
L’ACTIVACIO DE LA VIA WNT

La informacié bibliografica disponible sobre els efectes del lligand Wnt9a a la via
Wnt és escassa. El lligand Wnt9a ha estat definit com un activador moderat de la via

canonica en diferents models (Guo et al.,, 2004; Person et al., 2005; Spater et al.,
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2006; Matsumoto et al., 2008). Donada la variabilitat dels efectes dels lligands de Wnt
en funcié de context cel-lular on actuen, hem volgut estudiar els efectes de Wnt9a en

el nostre model cel-lular d’estudi.

2.5.1. ACCIO AUTOCRINA DE WNT9A SOBRE LA VIA WNT CANONICA
Hem generat un vector d’expressié amb el cDNA de Whnt9a de ratoli (pCMV.TNT-
Wnt9a) el qual hem transfectat juntament amb els vectors del sistema reporter de la
luciferasa TOP/FOP-Flash (explicats a I'apartat 1.2.1 dels resultats) a les cél-lules
mPAC.

A les cél-lules mPAC, on la capacitat d’activacié de la via Wnt és en general
moderada (veure efecte de la B-catenina, figura 41), Wnt9a augmenta només dues
vegades l'activitat basal de la via. Aquesta inducci6é és menor que la observada amb el
ligand Wnt3a que s’ha utilitzat com a control positiu d’activaci6 de la via
(www.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/). El seu efecte pero, si que és
comparable amb el del lligand Wnt7b, (que també ha estat descrit com a lligand

canonic (Wang et al., 2005)), que augmenta a nivells similars als que ho fa Wnt9a.

Hem avaluat també els efectes de Wnt9a sobre les cél-lules HEK293. Tal i com es
mostra a la figura 43, veiem que Wnt9a no té efecte sobre la via Wnt/B-catenina en
aquesta linia cel-lular, a diferéncia del que observem amb el lligand Wnt3a que si que

té efectes activadors sobre la via.

De manera complementaria, hem assajat també els efectes de Wnt9a en diferents
linies cel-lulars pancreatiques de llinatge endocri (a-TC1.6 i 3-TC3), exocri (266) i en
la linia no pancreatica (NIH-3T3). En totes elles, els nivells basals d’activacio de la via
Wnt candnica sén molt baixos, i la seva la capacitat d’activacié per (-catenina és
també molt discreta (tal i com ja s’ha descrit en I'apartat 1.2.1 d’aquesta seccio). En
cap d’elles hem obtingut evidéencies d’activacié de la via per part del ligand Wnt9a

(dades no mostrades).
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FIGURA 43. Activacio6 de la via de senyalitzacié6 Wnt/B-catenina pel lligand Wnt9a. La linia
cel-lular mPAC o la linia cel-lular HEK293 han estat transfectades amb els vectors reporters de
luciferasa TOP-Flash (negre) o FOP-Flash (blanc), amb els vectors d’expressié Wnt3a, Wnt9a o
Wnt7b i la forma activa de beta-catenina. Els resultats estan expressats com a mitjanatSEM de
com a minim 3 experiments independents i estan expressats relatius a I'activitat en preséncia del
vector buit (activitat basal, al que se I'hi ha donat el valor de 1). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
vs. vector buit (test estadistic de la t-student).

2.5.2. ACCIO PARACRINA SOBRE LA VIA WNT CANONICA

Els lligands de Wnt poden exercir efectes tant sobre la mateixa cél-lula (efecte
autocri) com sobre les cél-lules veines proximes (efecte paracri). En I'apartat anterior
hem analitzat els efectes autocrins de Wnt9a (sobreexpressié de Wnt9a en les
cél-lules mPAC). En aquest apartat hem volgut estudiar I'accié paracrina d’aquest

ligand. Per aquest motiu hem creat clons estables de la linia cel-lular NIH3T3 que
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sobreexpressen el lligand Wnt9a de manera constitutiva i hem utilitzat el medi de cultiu
d’aquestes (medi condicionat o secretoma) per estudiar I'activacié de la via Wnt a les
cel-lules mPAC i HEK293.

A I'hora de crear les linies cel-lulars estables, i per tal de facilitar la immunodeteccio
del ligand (ja que com ha estat exposat amb anterioritat, no tenim bons anticossos),
hem afegit una cua myc a I'extrem carboxi-terminal del cDNA de Wnt9a (pcDNAS3.1-
myc-Wnt9a). Inicialment, hem comprovat la correcta expressié del lligand, tant per
nivells d’expressiéo del mRNA (per gqRT-PCR) de Whnt9a com per deteccié a nivell

proteic (per immunohistoquimica) (Figura 44).
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FIGURA 44. Creaci6 de linies cel-lulars (clons) estables per a Wnt9a. S’han creat diferents linies
cel-lulars estables (clons) de NIH3T3 que expressen de manera constitutiva el lligand Wnt9a. S’han
testat els nivells d’expressio a nivell de mRNA per gRT-PCR (panell superior) o de proteina per
immunocitoquimica (panell inferior). Les barres representen els valors d’un Unic experiment i I'expressiod
esta normalitzada en funcié de I'expressi6 del gen TBP.
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Per a realitzar els experiments per a I'estudi de l'accié paracrina del lligand vam
utilitzar el clon estable 3 (veure expressié citoplasmatica del lligand a la figura 44).
Vam deixar créixer les cél-lules del clon fins a una confluéncia cel-lular elevada i vam
recollir el medi condicionat d’aquestes. De la mateixa manera, vam recollir el
secretoma de les cél-lules control a una confluéncia similar. Seguidament el vam
afegir a les cél-lules mPAC o HEK293 un cop transfectades amb els vectors TOP o
FOP-Flash.

Els resultats obtinguts mostren que el medi condicionat de les cél-lules NIH3T3-
Wnt9a indueix I'activacié de la via candnica en les cél-lules mPAC, perd de manera
moderada, comparat amb el medi condicionat de les cél-lules control. Per altra banda,
en les ceél-lules HEK293 no observem cap efecte (Figura 45). Per tant, aquests

resultats sén semblants als obtinguts amb la sobreexpressié de Wnt9a.
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FIGURA 45. Activacié de la via de senyalitzacié Wnt pel lligand Wnt9a. La linia cel-lular mPAC o la
linia HEK293 han estat transfectades amb els vectors reporters de luciferasa TOP-Flash (negre) o FOP-
Flash (blanc) i incubades amb el secretoma de la linia NIH3T3 control o de la linia NIH3T3-Wnt9a-myc del
clon 3. Els resultats estan expressats com a mitjanatSEM de 3 experiments independents i estan
expressats relatius a I'activitat en preséncia del medi control (activitat basal, al que se I'hi ha donat el valor
de 1). *p<0.05 vs. medi control (test estadistic de la t-student).

Concloem que Wnt9a activa la via Wnt canonica de manera moderada a les
cél-lules mPAC, caracteristica que s’evidencia tant en els models d’activacié autocrina
com paracrina utilitzats. Al contrari, Wnt9a no té cap efecte sobre I'activacié d’aquesta
mateixa via a les cél-lules HEK293. Tot i que desconeixem les bases moleculars
d’aquestes diferéncies, és possible que siguin degudes almenys en part a I'expressié
diferencial de receptors, co-receptors i altres reguladors de la via entre ambdues linies

cel-lulars.
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2.5.3. REGULACIO DE B-CATENINA I TCF7L2 PER WNT9A

Seguidament, hem avaluat la capacitat de Wnt9a de regular els nivells de -
catenina activa (forma defosforilada en els residus Ser37 o Thr41) en les cél-lules
mPAC. Els resultats indiquen que Wnt9a no promou canvis significatius en la
defosforilacié de B-catenina, el que suggereix que I'activacié de la via Wnt candnica
per part de Wnt9a en aquesta linia cel-lular no és mitjangant la modulacié de la 3-

catenina (veure figura 46).

control
Whnt9a

W s beta-catenina |

mPAC

| ' beta-catenina

W e Deta-actina

FIGURA 46. Regulacio dels nivells de B-catenina per Wnt9a. La linia cel-lular mPAC ha estat
transfectada amb vectors d’expressioé per Wnt9a o per la forma activa de B-catenina i 48 hores després
hem extret proteina total del lisat cel-lular. Hem analitzat els nivells proteics de B-catenina activada per
immunoblot amb un anticds especific per la forma activa (no fosforilada) de la B-catenina. Hem utilitzat
beta-actina com a control de carrega.

S’ha descrit que els lligands Wnt també poden exercir el seu paper sobre la via Wnt
mitjangant la regulacié dels nivells d’expressié dels factors TCF efectors de la via
(Bernardi et al., 2011). Per aixd, hem estudiat els efectes de Wnt9a sobre I'expressio
de Tcf7L2 a les cél-lules mPAC i hem trobat que Wnt9a provoca un augment en els
nivells proteics de Tcf712 (Figura 47), suggerint que Wnt9a podria activar la via a
través de la regulacié de I'expressio de Tcf712. De manera interessant, hem observat
que Neurog3 redueix I'expressié de Tcf712 en les cel-lules mPAC, resultats que van en
el mateix sentit que els efectes observats a nivell de mRNA (veure figura 26). La
reduccié dels nivells de Tcf712 en resposta a Neurog3 podria explicar la incapacitat

d’aquest factor bHLH d’activar la via Wnt a les ceél-lules mPAC (veure figura 27).
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FIGURA 47. Regulacié dels nivells proteics de Tcf712 en resposta a Neurog3 i Wnt9a. La linia
cel-lular mPAC ha estat infectada amb I'adenovirus de Neurog3 o de Wnt9a. 48 hores després hem
extret proteina total del lisat cel-lular. (A) Hem analitzat els nivells proteics per immunoblot amb un
anticos per Tcf712 i hem utilitzat beta-actina com a control de carrega. (B) Nivells relatius de Tcf712
analitzats per densitometria. Les barres representen la mitjanatSEM de 4 experiments independents.
*p<0.05 vs. cél-lules no tractades (test estadistic de la t-student).

2.5.4. REGULACIO DE LES VIES NO CANONIQUES PER WNT9A

Finalment, i havent vist que els efectes de Wnt9a sobre la via canodnica son febles,
ens hem plantejat si aquest lligand podria exercir els seus efectes sobre les vies no
canodniques de Wnt (Wnt/PCP i Wnt/Ca®").

Hem utilitzat un kit basat en el sistema reporter de la luciferasa amb el sistema del
one-hybrid, per estudiar l'activacié de la via Wnt/PCP (Path-Detect® c-Jun trans
reporting system, Stratagene). A les nostres mans, Wnt9a no sembla tenir efectes

sobre aquesta via ni a les cél-lules mPAC ni a les HEK293 (dades no mostrades).

En el moment de la finalitzacié d’aquesta tesi no hem pogut avaluar quins soén els
efectes de Wnt9a sobre la via Wnt/Ca?*, el que no ens permet descartar una accié no
canonica d’aquest lligand. Tampoc podem obviar la possible interconnexié entre
diferents vies de senyalitzacié intracel-lulars on Wnt9a podria estar jugant un paper
important.
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En resum, els resultats obtinguts fins ara demostren que:

(i) el mMRNA de Wht9a s’expressa al pancrees embrionari;

(i) lexpressid del gen de Wnt9a és regulada per Neurog3 aixi com pels
components de la cascada transcripcional endocrina NeuroD1, Pax4 i
Nkx6.1 i

(iii) l'expressio del ligand Wnt9a pot alterar I'activacié del programa de
diferenciacié endocrina en resposta a Neurog3 in vitro (Pax4, Sst o
lapp).

En base a totes aquestes evidéncies, vam hipotetitzar que el lligand Wnt9a podia
participar com un nou component del programa de diferenciacié endocrina al
pancrees. En la tercera part d’aquesta tesi, hem analitzat el possible paper in vivo de

Wnt9a en aquest programa, mitjangant I'estudi del model muri gen anul-lat per aquest
lligand.
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3.ESTUDI DEL FENOTIP PANCREATIC DEL MODEL MURI
GEN ANUL-LAT DE WNT9A

Amb l'objectiu d’establir el paper del lligand Wnt9a en el procés de diferenciacio
endocrina del pancrees, hem procedit a realitzar estudis in vivo amb el model animal
gen anul-lat per a aquest lligand (Wnt9a'/'). Aquests animals (tal i com s’ha descrit en
la seccid de la introduccio) presenten una disrupcié a I'exd 2 del gen, on hi ha inserit
un cassette d’expressio del gen de resisténcia a la neomicina i del gen LacZ, que déna

com a resultat la traduccié d’'una proteina anomala i no funcional (Spater et al., 2006).

Els ratolins Wnt9a™ moren a les poques hores de néixer (durant les 12 primeres
hores) per causes, hores d’ara, desconegudes. Els estudis generals realitzats en
organs majors (cor, pulmo, fetge, intesti, cervell, tracte intestinal i ronyd) no revelen
defectes macroscopics evidents que expliquin aquesta letalitat primerenca dels
nounats. Visualment, els ratolins Wnt9a™ es poden diferenciar dels ratolins salvatges
(Wnt9a*) i heterozigots (Wnt9a*") de la mateixa ventrada perqué no mengen, fet que

s’evidencia per la deficiéncia de llet a I'estdmac (Spater et al., 2006).

En el moment de comengar els nostres estudis no hi havia cap treball publicat

sobre el fenotip pancreatic dels animals Wnt9a™.
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3.1. CARACTERITZACIO DEL MODEL MURI WNT9A-/- EN
ESTADI POST-NATAL 1 (P1)

Tal i com hem dit anteriorment, els animals Wnt9a™ moren durant les 12 primeres
hores de vida, per tant, els estudis fenotipics dels animals deficients en Wnt9a els hem

pogut realitzar com a molt tard, a dia post-natal 1 (P1).

+/+

Els animals Wnt9a™ tenen un pes corporal similar al dels ratolins Wnt9a™" i
Wnt9a™". A nivell macroscopic, no observem canvis importants en el pancrees entre
els diferents genotips. El pes pancreatic relatiu al pes corporal tampoc és
significativament diferent entre els animals Wnt9a™” i els animals salvatges i

heterozigots (veure figura 48).
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FIGURA 48. Estudi del fenotip dels animals deficients en Wnt9a a estadi post-natal 1 (P1). Pes
corporal total dels animals (g), pes total del pancrees (mg) a estadi post-natal 1 (P1), de 9 animals
Wnt9a**, 8 animals Wnt9a*" i 6 animals Wnt9a™. Les barres representen mitjiana+SEM.

En canvi, els animals Wnt9a” sén marcadament hipoglucémics respecte dels
animals Wnt9a** o Wnt9a*" (veure taula 7), fet que es podria relacionar directament
amb que aquests animals no mengen, com ja ha estat descrit amb anterioritat (Spater

et al., 2006).

Wnt9a *+/+ Wnt9a +/- Wnt9a /-

GLICEMIA x
(mitjana & SEM) 4413+ 223 | 4607+ 2,75 2478+ 503

INSULINEMIA *
(mitjana £ SEM) 1,99 +0,65 254+0,38 0,50+0,25

TAULA 7. Glicémies i insulinémies dels animals deficients en Wnt9a a estadi post-natal 1 (P1).
Glicémies i insulinemies dels animals a estadi P1. Els valors representen mitjanatSEM de 24 animals
salvatges (Wnt9a™), 29 animals heterozigots (Wnt9a™") i 9 gen anul-lats (Wnt9a™). *p<0.05 i **p<0.001
vs. Wnt9a™ i Wnt9a™ (test estadistic per a la t-student).

D’acord amb aquesta possibilitat, veiem que la insulinémia dels animals Wnt9a™ és
significativament més baixa (aproximadament un 75% menys) que la dels animals
control. En canvi, no detectem diferéncies en el contingut d’'insulina pancreatica entre

genotips. En realitat, observem una tendéncia a un major contingut d’insulina (aprox.
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20%) en els animals deficients en Wnt9a, tot i que no arriba a ser significativa (veure
figura 49). Per tant, és poc probable que la hipoinsulinémia dels animals Wnt9a™ a P1
sigui deguda a deficiencies en el contingut d’insulina pancreatica mentre que podria

estar directament relacionada amb la manca d’'ingesta.

Contingut d'insulina
(Mg ins/ug prot)
o

Wnt9a */* wnt9a */-  Wnt9a -/-

FIGURA 49. Contingut total de insulina dels pancrees dels animals deficients en Wnt9a a estadi
post-natal 1 (P1). Contingut total d’insulina (ug d’insulina relatiu als ug de proteina) a I'estadi P1, de més
de 3 animals per cada genotip. Les barres representen mitjanatSEM.
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3.2. ANALISI DEL PANCREES ENDOCRiI DELS ANIMALS
WNT9A-/-A L’ESTADI EMBRIONARI (e)18.5

Amb la finalitat d’establir el possible paper de Wnt9a en la formacié del pancrees
endocri hem procedit a fer una analisi morfométrica utilitzant seccions seriades de
teixit pancreatic fixat d’embrions Wnt9a™ i Wnt9a™* (controls) a l'estadi e18.5,
coincidint amb el final de la gestacio. La tincié realitzada per les hormones endocrines
del pancrees maijoritaries (insulina, glucagdé i somatostatina) no deixa entreveure
diferéncies evidents en la diferenciacié endocrino-pancreatica entre els dos genotips.
Ambdos, Wnt9a™* i Wnt9a™, presenten els tres tipus cel-lulars estudiats i no
s’observen diferéncies de localitzacié o distribucié d’aquests (veure figura 50). No
obstant, I'estudi morfomeétric detallat realitzat en aquest estadi mostra que els animals
Wnt9a™ presenten un nombre més elevat de cél-lules endocrines en comparacié amb

els animals control (65%). Aquest augment afecta els tres tipus cel-lulars estudiats: les
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cél-lules B insulino-positives (65.93 + 6.37; 93.02 + 6.93, P<0.05, essent la mitjana

I+

+

SEM de Wnt9a"* i Wnt9a™, respectivament), les cél-lules a glucago-positives (19.98
0.9; 45.17 + 10.82, P=0.08, essent la mitiana * SEM de Wnt9a"* i Wnt9a™,
respectivament) i les cel-lules & somatostatina-positives (7.27 + 0.78; 15.35 + 1.92,
P<0.05, essent la mitjiana + SEM de Wnt9a"™" i Wnt9a™, respectivament). Consistent
amb aquestes dades, no observem canvis significatius en la distribucié dels diferents
subtipus endocrins respecte de I'area endocrina total (veure figura 51). Concloem, per
tant, que I'abséncia de Wnt9a provoca un augment significatiu del nombre de cél-lules

endocrines del pancrees al final de la gestacio.

insulina glucagd somatostatina fusionat

FIGURA 50. Tincié per les hormones pancreatiques majoritaries a I’estadi e18.5 dels animals
deficients en Wnt9a. El dia e18.5 de desenvolupament hem fet extraccid del sistema digestiu
embrionari, hem fixat i deshidratat i seguidament hem parafinitzat. Hem fet immunofluorescéncia de les

+/+

hormones insulina (vermell), glucagé (verd) i somatostatina (blau) per a un animal Wnt9a
Wnt9a ™.

i un animal
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FIGURA 51. Estudi del fenotip dels animals deficients en Wnt9a a I'estadi de desenvolupament
e18.5. Hem analitzat com a minim 5 talls de cada embrié (de 3um cada un) separats entre ells 90um (5
animals de cada genotip) i hem representat (A) I'area total de pancrees analitzada, el nimero total de
cél-lules endocrines (insulina, glucago i somatostatina) i la relacié entre aquests dos parametres, i (B) hem
representat les cél-lules endocrines positives per a cada tipus cel-lular respecte del numero total de
cel-lules endocrines comptabilitzades. Les barres representen mitjanatSEM i *p<0.05 (test estadistic de la

t-student).
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3.3. ANALISI DEL PANCREES ENDOCRI DELS ANIMALS
WNT9A-/-A L’ESTADI EMBRIONARI (e)15.5

Amb l'objectiu d’establir les causes de I'augment de massa endocrina pancreatica
observada al final de la gestacié en els animals Wnt9a"', hem estudiat teixit pancreatic
a estadi e15.5, moment algid de la transicié secundaria quan es donen les ones de

diferenciacio endocrina i exocrina en el pancrees embrionari.
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3.3.1 ESTUDI DE L’EXPRESSIO GENICA PANCREATICA EN ANIMALS WNT9A-/- A
ESTADI EMBRIONARI (e)15.5

Hem volgut analitzar si 'augment de massa endocrina observada a e18.5 era
deguda a un increment de la diferenciacié endocrina promoguda per I'abséncia de
Wnt9a. D’una banda, hem analitzat I'expressié de Neurog3 per tal de determinar si hi
ha un augment en el nombre de progenitors endocrins en el pancrees embrionari dels
animals Wnt9a™. No obstant, no hem observat diferéncies significatives en els nivells
del mRNA de Neurog3 entre ambdds genotips Wnt9a"* i Wnt9a™ (Figura 52), el que
suggereix que no hi ha canvis marcats en I'especificacid6 endocrina en abséncia de
Whnt9a.
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FIGURA 52. Expressi6 génica a I'estadi de desenvolupament e15.5 del lligand Wnt9a i del factor
pro-endocri Neurog3. Es va recollir pancrees embrionari a €15.5 i se’n va extreure RNA total. Els
nivells d’expressié dels gens indicats van ser analitzats per qRT-PCR. Els resultats estan expressats
en relacié a Wnt9a*" al que se li ha donat el valor de 1. Les barres representen mitjanatSEM de 8
animals Wnt9a™" i 7 Wnt9a™" i I'expressio esta normalitzada en funcié de I'expressioé del gen TBP.

A continuacio, hem estudiat I'expressié d’altres factors de transcripcié endocrins,
activats per sota de Neurog3 (Pax4, Nkx2.2, Nkx6.1, NeuroD1 i Pdx1), per tal
d’identificar possibles alteracions en el programa de diferenciaci6 endocrina
provocades per la deficiencia en Wnt9a. Hem observat diferéncies significatives en
l'expressio génica de Nkx2.2 i Pdx1, ambdds augmentats en abséncia del lligand
Wnt9a (Figura 53). A e15.5, Pdx1 s’expressa a totes les cél-lules epitelials
pancreatiques, pero a nivells marcadament més alts a les cél-lules  que encara estan
en procés de diferenciacié. De la mateixa manera, Nkx2.2, un factor que en estadis
primerencs es troba expressat a totes les cél-lules del primordi pancreatic, durant la
transicié secundaria queda restringit a les cél-lules de llinatge endocri. En canvi, ni
Pax4, ni NeuroD1, ni Nkx6.1 veuen modificada la seva expressié en abséncia de
Wnt9a.
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FIGURA 53. Expressié génica de marcadors endocrins en els animals deficients en Wnt9a a
I'estadi de desenvolupament e15.5. Es va recollir pancrees embrionari a €15.5 i se’n va extreure
RNA total. Els nivells d’expressié dels gens indicats van ser analitzats per gqRT-PCR. Els resultats estan
expressats en relacié a Wnt9a™", al que se li ha donat el valor de 1. Les barres representen
mitjana+SEM de 8 animals Wnt9a™ i 7 Wnt9a™ i *p<0.05 i **p<0.01 (test estadistic de la t-student).
L’expressio esta normalitzada en funcié de I'expressio del gen TBP.

L’estudi de I'expressié génica de les hormones endocrines majoritaries en aquest
estadi de desenvolupament (insulina i glucago) revela que no hi ha canvis (Figura 54).
El fet de no veure un augment en I'expressié d’aquestes hormones pot ser degut a que
es tracta d’'un estadi molt primerenc en el procés de diferenciacié endocrina, i que els

canvis no siguin detectables fins més endavant.
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FIGURA 54. Expressié génica de les hormones endocrines del pancrees en els animals
deficients en Wnt9a a I'estadi de desenvolupament e15.5. Es va recollir pancrees embrionari a
e15.5 i se’'n va extreure RNA total. Els nivells d’expressio dels gens indicats van ser analitzats per qRT-
PCR. Els resultats estan expressats en relacié a Wnt9a™" al que se li ha donat el valor de 1. Les barres
representen mitjanatSEM de 8 animals Wnt9a™" i 7 Wnt9a™ i I'expressio esta normalitzada en funcio
de I'expressié del gen TBP.
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Hem estudiat també I'expressié de marcadors génics del compartiment pancreatic
exocri. En concret, hem determinat els nivells de mRNA del factor bHLH pro-exocri
Ptf1ia i de I'enzim amilasa (Figura 55). En abséncia de Wnt9a no es veu alterada
'expressid de cap dels dos gens, fet que suggereix que Wnt9a no regula la
diferenciacié del compartiment exocri del pancrees en aquest estadi de

desenvolupament.
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FIGURA 55. Expressié génica de marcadors exocrins en els animals deficients en Wnt9a a I'estadi
de desenvolupament e15.5. Es va recollir pancrees embrionari a €15.5 i se’'n va extreure RNA total. Els
nivells d’expressié dels gens indicats van ser analitzats per qRT-PCR. Els resultats estan expressats en
relacié a Wnt9a™" al que se li ha donat el valor de 1. Les barres representen mitjianatSEM de 8 animals
Wnt9a™" i 7 Wnt9a™" i 'expressid esta normalitzada en funcié de I'expressio del gen TBP.

Hem investigat també si la deficiencia de Wnt9a in vivo comporta canvis en els
nivells d’expressié de determinats components de la via de senyalitzacié Wnt (Figura
56). En primer lloc, hem estudiat I'expressioé dels components de la via Wnt canodnica:
I'efector de la via Tcf712 i el modulador, alhora que diana, de la via, Axin2. Mentre que
no detectem canvis en I'expressio de Axin2, observem una disminucié significativa
dels nivells de Tcf7/2 en abséncia de Wnt9a. Aquest darrer resultat aniria en el mateix
sentit que els nostres resultats in vitro mostrats anteriorment (veure figura 47), on la
sobreexpressio de Wnt9a provocava I'augment de I'expressié de Tcf712 a les cél-lules
mPAC.

També, hem analitzat si 'abséncia de Wnt9a doéna com a resposta un augment en
I'expressio del seu paraleg Wnt9b com a fendmen compensatori. Com s’ha descrit
amb anterioritat, 'expressié de Wnt9b no es detecta en pancrees embrionari. Els
resultats no mostren un augment en I'expressié d’aquest lligand, que continua sent
indetectable en el pancrees dels animals Wnt9a” a l'estadi e15.5 (dades no

mostrades). Finalment, l'estudi de I'expressiéo del ligand Wnt7b revela que en
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absencia de Wnt9a in vivo, existeix un augment significatiu en I'expressié d’aquest
ligand. Aquest resultat suggereix una possible regulacioé entre lligands de la mateixa
via.
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FIGURA 56. Expressié génica de gens de la via de Wnt en els animals deficients en Wnt9a a
I'estadi de desenvolupament e15.5. Es va recollir pancrees embrionari a €15.5 i se’n va extreure
RNA total. Els nivells d’expressié dels gens indicats van ser analitzats per gqRT-PCR. Els resultats
estan expressats en relacié a Wntoa™" al que se li ha donat el valor de 1. Les barres representen
mitjana+SEM de 8 animals Wnt9a™ i 7 Wnt9a™ i I'expressio esta normalitzada en funcio de I'expressio
del gen TBP. *p<0.05 (test estadistic de la t-student).

Finalment, hem avaluat I'expressié de components de la via de senyalitzacié Notch:
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els receptors de la via, Notch1 i Notch2, aixi com el factor de transcripcié bHLH, Hes1.

Podem veure que, mentre que I'expressié de Notch1 no es veu afectada per I'abséncia
de Wnt9a, observem un augment en I'expressié de Notch2 i una disminucié de Hes1,
canvis que en cap son significatius.

B Wwnt9a */+
18 = - Wnt9a -

Expressio relativa
=)
(o]
i

o

Hes1 ’ Notch1 ' Notch2

FIGURA 57. Expressié génica de gens de la via de Notch en els animals deficients en Wnt9a a
I'estadi de desenvolupament e15.5. Es va recollir pancrees embrionari a €15.5 i se’'n va extreure
RNA total. Els nivells d’expressio dels gens indicats van ser analitzats per qRT-PCR. Els resultats
estan expressats en relacié a Wntoa™" al que se li ha donat el valor de 1. Les barres representen
mitjana+SEM de 8 animals Wnt9a™" i 7 Wnt9a™ i I'expressio esta normalitzada en funci6 de I'expressio
del gen TBP.
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3.3.2 ANALISI MORFOMETRICA DEL PANCREES ENDOCRi EN ANIMALS
WNT9A-/-A L’ESTADI (e)15.5

Els estudis d’expressié génica realitzats a e15.5 suggereixen que I'abséncia de

Wnt9a podria resultar en una major taxa de diferenciacié endocrina. Per contra,

I'expressid génica de les hormones endocrines majoritaries en aquest estadi (insulina i

glucagd) no canvia. Aquests resultats suggereixen que, els canvis observats en

I'expressié de marcadors endocrins encara no s’han traduit en un augment del nombre

de cel-lules endocrines madures, és a dir, que expressin hormones.

Per tal de fer una analisi més acurada de les cél-lules endocrines que en aquest
moment estan expressant insulina o glucagd, hem realitzat I'estudi morfometric a
aquest estadi. Per una banda, no observem diferencies en la distribucio i localitzacié
de les cél-lules insulino o glucagoé-positives entre ambdds genotips estudiats, Wnt9a*"*
i Wnt9a™ (Figura 58). | per laltra, I'analisi morfométrica dels pancrees a €15.5 no
revela canvis significatius en el nombre de cél-lules endocrines entre genotips:
cél-lules B insulino-positives (82.66 + 5.97; 74.43 + 1.44, essent la mitjana + SEM de
Wnt9a™* i Wnt9a™ respectivament), i céllules a glucagé-positives (39.26 + 6.76; 38.10

+ 1.96, essent la mitjana + SEM de Wnt9a™* i Wnt9a™, respectivament) (Figura 59).
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FIGURA 58. Tincié per les hormones pancreatiques majoritaries a estadi e15.5 dels animals
deficients en Wnt9a. A dia e15.5 de desenvolupament hem fet extraccié del sistema digestiu embrionari,
hem fixat i deshidratat i seguidament hem parafinitzat. Hem fet immunofluorescéncia de les hormones
insulina (vermell) i glucago (verd) per a un animal Wnt9a™ i un animal Wnt9a™.
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Per tant, tot i que observem un augment en I'expressié de marcadors endocrins a
'estadi €15.5, aquest encara no és suficient per detectar un canvi significatiu en el

nombre de cél-lules endocrines.

A . TOTAL DE CEL-LULES TOTAL DE CEL LULES
a AREA TOTAL ENDOCRINES ENDOCRINES / AREA TOTAL

@
=1
o
-
@
=]

1

@

=1

o
iy
=]
o

I

mm? area total
-

n° de cél-lules
£y
[=]
(=]

n° de cél-lules

mm? rea total
[=]

¥
o
o
L]
o

[=]
o

Wnt9a ** Wnt9a -- Wwnt9a Wnt9a -~ ) Whnt9a *+ Wnt9a -~

@ insulina
glucagd
100 =

total cel-lules endocrines
[=]
[=)

Wnt9a *'* Wnt9a -+

FIGURA 59. Estudi del fenotip dels animals deficients en Wnt9a a I'estadi de desenvolupament
e15.5. Hem analitzat com a minim 10 talls de cada embrié (de 3um cada un) separats entre ells 90um (6
animals Wnt9a™ i 3 animals Wnt9a"') i hem representat (A) I'area total de pancrees analitzada, el numero
total de cél-lules endocrines (insulina i glucago) i la relacié entre aquests dos parametres, i (B) hem
representat les cél-lules endocrines positives per a cada tipus cel-lular respecte del numero total de
cel-lules endocrines comptabilitzades. Les barres representen mitjanatSEM i *p<0.05 (test estadistic de
la t-student).

3.4. ESTUDI DE LA PROLIFERACIO DEL COMPARTIMENT
ENDOCRI A L’ESTADI (e)18.5

La via de senyalitzaci6 Wnt s’ha relacionat amb processos de proliferacio, i més
concretament, el lligand Wnt9a ha estat definit, utilitzant diferents sistemes, com un
ligand que participa en proliferacio, tal i com s’explica a la introducci6. Per altra banda,
se sap que en els estadis finals del desenvolupament embrionari (des de e17.5 en
endavant), hi ha un augment important de la proliferacié de cél-lules B, que continua
en I'etapa post-natal, amb I'objectiu d’establir la massa cel-lular  en I'adult (Georgia et
al., 2006). Per aquest motiu, ens hem preguntat si 'augment de cél-lules endocrines
observat al final de la gestacid, pot ser també degut a canvis en la taxa proliferativa

d’aquestes cél-lules com a consequiéncia de I'abséncia de Wnt9a.
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Amb aquesta finalitat, hem analitzat la taxa de proliferacié de les cél-lules positives
per les hormones insulina, glucagé i somatostatina, estudiant la colocalitzacié de
cadascuna d’elles amb el marcador de proliferacié ki67, proteina que marca totes les
cél-lules que estan en cicle. Hem estudiat 3 animals per cada genotip (Wnt9a™* i
Wnt9a™) i hem comptabilitzat com a minim 500 céllules per animal en el cas de la
insulina, 250 cél-lules per animal en el cas del glucagd i per a la somatostatina un

minim de 150 ceél-lules per animal.

Com es pot apreciar a la figura 60, s’observa un augment significatiu de la
proliferacié en els animals deficients per a Wnt9a en les cél-lules (3 insulino-positives
(8.56 + 1.35; 13.04 + 0.76, p<0.05, essent la mitjiana + SEM de Wnt9a™ i Wnt9a™,
respectivament) i en les cél-lules & somatostatina-positives (6.01 + 0.94; 10.11 £+ 1.39,
p<0.05, essent la mitjana + SEM de Wnt9a** i Wnt9a™, respectivament). En el cas de
les cél-lules a glucagé-positives s’observa una tendéncia a estar augmentada, pero en
cap cas aquest augment és significatiu (5.80 + 2.38; 9.47 + 1.10, p=0.2, essent la
mitjana + SEM de Wnt9a™* i Wnt9a™, respectivament).

insulina * 15 glucago 15 somatostatina
10

5

0

FIGURA 60. Estudi de la proliferacio en I’estadi de desenvolupament e18.5. S’ha utilitzat com a
marcador de proliferacio ki67, i s’han comptabilitzat les cél-lules que sén positives per ki67 i que alhora
sén marcades per alguna de les tres hormones pancreatiques indicades. S’han estudiat 3 animals per a
cada genotip (Wnt9a i Wnt9a "'). Les barres representen mitjanatSEM i *p<0.05 (test estadistic de la t-
student).
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Aquests resultats ens estarien suggerint que 'augment generalitzat de les cél-lules
del compartiment endocri que hem observat a €18.5 en els animals Wnt9a™, pot ser
degut, entre d’altres fenomens, a un augment de la taxa de proliferacié en abséncia

del lligand, indicant, per tant, que Wnt9a tindria una funcio anti-proliferativa in vivo.
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3.5. ANALISI DEL METABOLISME DE LA GLUCOSA EN ANIMALS
WNT9A+/-

Recentment, s’ha publicat un treball en el que es demostra que el tipus de dieta té
efectes sobre 'homeostasi de la glucosa, no només en l'individu en si, sind que també
sobre la descendéncia d’aquest (Ng et al., 2010). En aquest treball demostren que la
descendencia (primera generacid) de ratolins mascles alimentats amb una dieta alta
en greixos (HFD, High Fat Diet) presenta alteracions en el metabolisme de la glucosa.
Fan un estudi genomic a gran escala, en el qual comparen els illots de la
descendencia de pares HFD amb els de la descendéncia de pares alimentats amb
dieta estandard, i observen que de més de 2000 gens expressats diferencialment hi ha
gens relacionats amb la via Wnt. De manera interessant, entre aquests gens trobem

els lligands Wnt9a i Wnt9b, els quals veuen disminuida la seva expressio.

En base a aquesta publicacid, hem hipotetitzat que els animals heterozigots per al
gen Wnt9a podrien presentar alteracions en el metabolisme de la glucosa en 'edat
adulta. Per avaluar aquesta hipotesi vam estudiar animals a les 8 setmanes d’edat
comparant animals Wnt9a"* i Wnt9a *"(Figura 61). No vam detectar diferéncies de
pes, aixi com tampoc diferéncies en els nivells basals de glicemia després de 5 hores

de dejuni. Complementariament, la realitzacié d’un test intraperitoneal de tolerancia a
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la glucosa (IPGTT) tampoc va revelar diferencies significatives entre ambdos genotips.

Aquests resultats indiquen que l'abséncia d’aquest lligand en animals que
presenten com a minim una copia del gen Wnt9a, no comporta alteracions en el

metabolisme de la glucosa en I'edat adulta en condicions normals.

Seria interessant avaluar si I'haploinsuficiéncia per aquest lligand pot tenir efectes
sobre 'homeostasi de la glucosa en condicions fisiopatoldgiques, com per exemple
podria ser I'obesitat.
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FIGURA 61. Pes corporal, nivells basals de glucosa i test de tolerancia a la glucosa en animals
Wnt9a adults salvatges i heterozigots. Pes corporal (A) i valors de glicémia basal (B) de 6 animals
Wnt9a™* i 12 animals Wnt9a™" a les 8 setmanes d’edat. Els resultats son la mitjana + SEM i 'estadistica
va ser analitzada amb el test estadistic de la t-student. (C) Corbes de glicemia del test intraperitoneal de
tolerancia a la glucosa (IPGTT). Els resultats sén la mitiana + SEM de 6 animals Wnt9a™ i 12 animals
Wnt9a™" a les 8 setmanes d'edat. L'estadistica va ser analitzada amb el test estadistic de la t-student.
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La diabetis mellitus (DM) és un dels problemes de salut més importants del segle
actual que afecta tota la poblacié mundial. Es una de les principals causes de mort en
els paisos subdesenvolupats, i les complicacions de salut que se’n deriven tenen
enormes costs econdmics per a la societat. Actualment la diabetis només es tracta de
manera pal-liativa amb I'administracié d’insulina exdgena de manera periodica. Tot i
els avencos i millores que s’han dut a terme en la insulinoterapia, els pacients afronten
problemes de salut com episodis d’hipo i hiperglucémies que derivaran més tard en
afectacions micro i macrovasculars. Per aquest motiu es fa necessari trobar la clau

que obri les portes a una possible cura de la diabetis.

Una de les opcions plantejades més prometedores per a la cura de la malaltia és la

medicina regenerativa. Els fonaments d’aquesta disciplina es basen en generar

cél-lules madures de qualitat i en quantitat suficient, per reemplacar les cél-lules
destruides o no funcionals a causa d’una malaltia, que en el cas de la diabetis es
tractaria de restablir la massa de cel-lules B perduda. Una de les aproximacions
proposades és generar cél-lules B a partir de cel-lules progenitores pancreatiques o bé
de cél-lules pluripotents provinents d’altres llinatges, perd per portar-ho a terme, cal
coneixer en detall quins sén els processos que ocorren in vivo durant 'organogénesi
pancreatica. En aquest sentit, un dels propodsits d’aquesta tesi ha estat aportar
coneixements sobre les bases moleculars del programa de diferenciacié endocrina del

pancrees.

Els factors de transcripcié de la familia dels bHLH tenen un paper fonamental en
els processos de determinacid i diferenciacié de diferents teixits, durant el

desenvolupament embrionari. En concret, en el pancrees, Neurog3 és el factor bHLH

pro-endocri que inicia el procés de formacioé d’aquest llinatge activant la cascada d’'un
seguit de factors de transcripcié que condueixen a la correcta formacié de les cél-lules
endocrines del pancrees. No obstant, els programes de diferenciaci6 no només

depenen de la correcta activacié de xarxes transcripcionals especifiques, sind que

també depenen de senyals extrinsecs reqgulats per vies de senyalitzacié. Aixi, sabem

que vies com Notch o Wnt, entre d’altres (veure apartat 2.3 de la introduccid) juguen
papers decisius durant 'embriogénesi pancreatica. En canvi, es coneix relativament
poc sobre com les xarxes transcripcionals i les vies de senyalitzacié es coordinen i

regulen mutuament durant els processos de determinacio i diferenciacié pancreatica.
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En aquesta tesi, hem volgut aprofundir en el possible paper de Neurog3 com a
regulador de vies de senyalitzacié durant l'activacié del programa de diferenciacio
endocrina al pancrees (Figura 62). Fins ara s’ha descrit Neurog3 com el factor que
inicia la cascada transcripcional del programa de diferenciacié endocrina del pancrees,
perd es coneix poc sobre com aquest factor de transcripcid interacciona amb les
diferents vies de senyalitzacié, esmentades a la introduccio, durant aquest proceés.
Mentre que és ben coneguda la relacid que existeix entre Neurog3 i la via de
senyalitzacié Notch (Apelqvist et al., 1999), es desconeix el paper que Neurog3 juga

en altres vies, com per exemple la via Wnt.

PRECURSOR ENDOCRI

|
« TNeurogs”

|

CASCADA TRANSCRIPCIONAL
ENDOCRINA

9
@
Q
c
7]
@,
O

Cél-luleslu Cél-lules B Cél-lules§ Cé|'|_ll|‘es PP Cellules e
glucagod insulina somatostatina pollpeet[d grelina
pancreatic

FIGURA 62. Esquema representatiu del procés de diferenciacié endocrina on hi intervé
Neurog3. Neurog3 inicia el programa transcripcional que porta a la correcta formacié de les
cél-lules endocrines del pancrees, pero en aquest procés també hi intervenen d’altres com les
vies de senyalitzacié o el cicle cel-lular, on Neurog3 pot tenir-hi un paper regulador.

Les implicacions de futur d’aquest estudi sén oferir informacié que sigui util a I'hora
de buscar diferents estratégies, per a poder imitar in vitro el procés que té lloc in vivo
durant l'organogénesi pancreatica. El coneixement en detall de la senyalitzacié

extrinseca podria oferir la possibilitat per exemple, d’induir la diferenciacié de cél-lules
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mare embrionaries cap a cél-lules pancreatiques diferenciades afegint simplement
petites molécules al medi de cultiu cel-lular (revisat a (Borowiak et al., 2009b)).

LA VIA DE SENYALITZACIO WNT PARTICIPA EN EL PROCES DE
DIFERENCIACIO ENDOCRINA DEL PANCREES

Estudis gendmics realitzats en el nostre grup, destinats a identificar nous gens
diana dels factors de transcripcid Neurog3 i Math6 durant el procés de diferenciacié
endocrina del pancrees, evidencien una possible regulacié d’aquests factors sobre la
via Wnt.

Estudis globals d’expressié génica independents també han suggerit la regulacié

per part de Neurog3 de components de la via Wnt. Per una banda, un primer estudi in

vitro en el que utilitzen un model de diferenciacié endocrina amb cél-lules mare (ESC)
(Serafimidis, Rakatzi et al. 2008), suggereixen que Neurog3 regula diferents
components de la via Wnt. Un altre estudi, en aquest cas in vivo, on comparen el perfil
d’expressio génica de pancrees embrionari, en diferents estadis de desenvolupament,
de ratolins NeurogS"' amb els animals control (Juhl, Sarkar et al. 2008) també
identifiquen la via de senyalitzaci6 Wnt com a diferencialment expressada entre
genotips. | finalment, en un altre estudi on utilitzen el model animal Neurog3-GFP
(White, May et al. 2008), comparen progenitors pancreatics Neurog3™ i també

conclouen que la via Wnt pertany al grup de gens diferencialment expressats en
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I'estudi. Totes aquestes dades reforcen la hipotesi incial d’aquesta tesi. Es interessant
mencionar que entre aquests estudis i el nostre trobem dianes de Neurog3

compartides, com és el cas del gen Prickle1.

En aquesta tesi demostrem que dos factors de transcripcié de la familia dels bHLH,
Neurog3 i Math6, tenen la capacitat de regular diferents elements relacionats amb la
via Wnt, en un context pancreatic, més concretament durant el procés de diferenciacié
endocrino-pancreatica. A part del pancrees, també s’ha descrit una regulacié similar
en el treball de Zhang C. i col-laboradors, en el qual es descriu la regulacié génica dels
components de la via Wnt, B-catenina i Gsk-3p, per part dels factors bHLH Mash1, 1d2

i Hes1, pero en un context de diferenciacié neuronal (Zhang et al., 2010).

L’accié de Neurog3 o Math6 sobre els diferents gens relacionats amb la via de Wnt,

podria venir donada no Unicament per una modulacié en I'expressié d’aquests, sind



9
7]
Q
C
(73
@,
[e}

170

Discussio

per una interaccio fisica i/o funcional d’aquests sobre components de la via, com per
exemple B-catenina. En la literatura trobem exemples de factors bHLH que
interaccionen de manera directa amb B-catenina. Aquest és el cas del factor pro-
miogénic MyoD de la familia dels factors bHLH (Kim et al., 2008). O per exemple, el
cas del factor Mitf, de la familia de factors bHLH amb cremallera de leucines (leucine
zipper) (Schepsky et al., 2006), pel qual també s’ha definit una interaccio fisica amb 8-
catenina. Per aquest motiu, en estudis inicials, vam avaluar si Neurog3 o Math6
interaccionaven directament amb B-catenina, perd els resultats obtinguts en les dues
linies cel-lulars emprades, mPAC i HEK293, ens indiquen que el més probable és que

no sigui aixi (dades no mostrades).

En el mateix sentit, un altre factor de la via Wnt que s’ha descrit que interacciona
amb factors bHLH és I'efector de la via Tcf712. Concretament, existeix un treball recent
en el que es descriu la interaccié entre Neurog2 i Tcf712, tot i que en un altre context
tissular, en cervell (Gohlke et al., 2008), utilitzant técniques in silico. Utilitzant les
cél-lules ductals no hem pogut definir I'existéncia d’interaccié fisica entre Neurog3 i

Tcf712 (dades no mostrades).

De manera interessant, recentment s’ha suggerit que el complex Wnt/B-catenina-
TCF també pot regular de manera directa I'expressié de factors bHLH, en concret
demostren com aquesta via pot regular de manera directa I'expressié de Neurog1
unint-se al seu promotor durant la diferenciacié neuronal (Hirabayashi et al., 2004),
pero fins el moment, es desconeix completament com Neurog3 regula o és regulada
per la via de senyalitzaci6 Wnt. En aquest treball veiem que Neurog3 regula
negativament I'expressié de Tcf712 tant a nivell de mRNA com de proteina a les
cél-lules mPAC. Aquest resultat pren importancia quan el comparem amb les dades
que presenten Pedersen AH. i col-laboradors amb les quals mostren com I'activacié de
la via Wnt en pollastre, mitjancant la sobreexpressié de la forma constitutivament
activa de [-catenina, en cél-lules que sobreexpressen Neurog3, provoca una
disminucié en el nombre de cel-lules endocrines (Pedersen et al., 2005). Per tant,
suggereixen que la inhibicid6 de la via Wnt seria necessaria per a la formacié del
compartiment endocri. No obstant, hem de recordar la funcié dual de Tcf712, que actua
com a repressor o activador transcripcional depenent del context cel-lular en el que es

troba i dels components moleculars que I'acompanyen, tal i com s’ha explicat en la
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introduccié. Per tant, que Neurog3 reprimeixi I'expressié de Tcf712 no es tradueix
necessariament amb una repressié de la via Wnt/B-catenina, si bé pot significar tot just

el contrari.

Cal mencionar la importancia del gen Tcf712 en pancrees, ja que variants
genétiques associades al gen TCF7L2 s’han relacionat amb la susceptibilitat de patir
diabetis i amb una funcié deficient de la cél-lula 8 (revisat a (Gloyn et al., 2009)). S’ha
descrit per una banda que el bloqueig de I'expressio de Tcf7I2 redueix drasticament
els nivells de secrecié d’insulina, tant en illots humans com de ratoli, mentre que la
sobreexpressio té I'efecte contrari, estimula la secrecié d’insulina (Shu et al., 2008).
Perd, de manera contraria al que s’esperaria, I'iinic estudi en humans que compara
I'expressié de TCF7L2 entre illots de pacients diabétics i controls, mostra que els
primers presenten un augment en I'expressié de TCF7L2 a nivell de mRNA (Lyssenko
et al., 2007). Recentment, s’ha suggerit perd que I'expressié de Tcf712 a nivell de
mRNA i de proteina pot anar en sentits oposats, ja que el treball de Shu L i
col-laboradors mostren que, mentre que els nivells de mMRNA en illots diabétics és
superior que en illots control, com ja s’havia descrit, els nivells proteics, utilitzant

models diabétics diferents, son inferiors (Shu et al., 2009).

Se sap que és important el lloc i el moment en el qual s’estudia I'activacié de la via
de senyalitzacio Wnt. Aixo potser ens pot ajudar a explicar un dels problemes que hem
tingut a l'estudiar la capacitat d’activacié de Neurog3 i Math6 sobre la via Wnt/B-
catenina en les diferents linies cel-lulars utilitzades. Per una banda, en les cél-lules
HEK293 podem definir efectes, contraposats, entre Neurog3 i Math6 a 'hora d’activar
la via. Per contra, no observem cap dels efectes esmentats d’aquests dos factors de
transcripcio sota un context pancreatic, en les cél-lules mPAC. Tot i que els resultats
obtinguts amb els arrays d’expressio, mostren que aquesta linia ductal expressa una
amplia bateria de components de la via de Wnt, el que obtenim sén nivells d’activacié
de la via molt febles. Probablement hi ha algun component clau que aquestes cél-lules
no expressen i que és essencial per a visualitzar nivells elevats d’activacio de la via
canonica. Per exemple, sabem que les cél-lules mPAC expressen tots els receptors de
la via a excepci6é de Fzd9 i Fzd10, que no expressen cap dels lligands de la via a
excepcio de Wnt4 i Wnt7b, o que dels moduladors de la via Dkk, només expressen

Dkk1, mentre que dels inhibidors de la via Sfrp no n’expressen cap. El fet de detectar
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nivells tan baixos d’activitat de la via Wnt en les cél-lules mPAC podria correlacionar
amb els resultats que presenta el grup de Grappin-Botton A. (Dessimoz et al., 2005).
Utilitzant dues linies de ratoli reporteres (Conductin/Axin-LacZ i BAT-Gal) mostren com
lactivitat de la via Wnt és activa només en el compartiment endocri durant el
desenvolupament pancreatic i en el naixement, quedant exclosa dels compartiments

acinar i ductal.

IDENTIFICACIO DE NOUS COMPONENTS DE LA VIA DE SENYALITZACIO WNT
EN PANCREES EMBRIONARI DE RATOLI

En aquesta tesi definim, en alguns casos per primera vegada, la preséncia de gens
relacionats amb la via de senyalitzaci6 Wnt en pancrees embrionari i que han estat
identificats com a dianes potencials de Neurog3. En alguns casos també mostrem
I'enriquiment de la seva expressio en illots adults de ratoli. En definitiva, I'expressio en
pancrees embrionari d’aquests gens reforga la idea que aquesta via estaria participant

en el procés de diferenciacié endocrino-pancreatica.

Fins el moment, els treballs que hi ha publicats al respecte aporten dades molt
confuses sobre la participacio de la via Wnt en el procés de diferenciacioé pancreatica,
probablement degut als diferents models animals i cel-lulars emprats (Dessimoz et al.,
2005; Murtaugh et al., 2005; Papadopoulou and Edlund, 2005; Heiser et al., 2006;
Wells et al., 2007). Els models més emprats sén aquells en els quals es manipula
'expressio de B-catenina in vivo. Tal i com s’explica a la introduccio, B-catenina té una
funcié dual: una relacionada amb processos d’adhesié cel-lular i l'altra com a
component nuclear de la cascada de senyalitzacié Wnt. En els models animals, en els
quals s’ha modificat I'expressié de [B-catenina de manera condicional en pancrees,
presenten el greu problema de no poder discernir si els efectes observats sobre la
diferenciacioé pancreatica son deguts al paper de B-catenina sobre I'adhesié cel-lular o
al seu paper en la via de senyalitzacid, com molt bé exposa Murtaugh LC (Murtaugh,
2008). A part, s’ha de tenir en compte, que la majoria de models fan Us d’estrategies
que afecten I'expressio de B-catenina a la totalitat del pancrees, utilitzant I'expressié
del gen Pdx1, iniciant aixi els seus efectes des de les etapes més inicials de formacio

pancreatica.
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Tal i com s’explica a la introduccid, altres models emprats que manipulen
I'expressio d’altres components de la via, deixen entreveure una participacio de la via
Wnt en el compartiment endocri del pancrees (Papadopoulou and Edlund, 2005;
Rulifson et al., 2007; Jonckheere et al., 2008). Altra vegada, posem de manifest la
importancia del context cel-lular en el qual estudiem els efectes de la via Wnt. Per a
estudiar en concret la diferenciacié pancreatica, seria molt més adequat I'i's de models
més especifics per a aquesta etapa i/o d’aquest compartiment en concret. De fet, en el
treball de Dabernat i col-laboradors (Dabernat et al., 2009), en el qual delecionen
I'expressié de B-catenina especificament en cél-lules 3 sota el control del promotor
d’insulina de rata (RIP), descriuen un fenotip d’afectacié en la funcionalitat d’aquestes
cél-lules en l'etapa post-natal. En aquest sentit, el model de diferenciacié endocrina
que hem emprat per aquesta tesi és un bon model per a estudiar els mecanismes
moleculars que intervenen durant la diferenciacié endocrina. Hem de tenir en compte,
pero, que es tracta d’'un model cel-lular en el qual sobreexpressem un factor de

transcripcio.

IDENTIFICACIO DEL LLIGAND WNT9A COM A COMPONENT DE LA CASCADA
DE DIFERENCIACIO ENDOCRINA DEL PANCREES

Hem identificat els gens que codifiquen pels lligands Wnt9a i Wnt7b com a

possibles dianes de Neurog3 in vitro. La identificacié d’aquests dos lligands suggereix

la possible participacido d’aquests en el programa de diferenciacié endocrina en el
pancrees. De fet, la preséncia en pancrees embrionari d’alguns dels lligands de la via
Whnt, entre ells el lligand Wnt7b ja va ser descrita per Heller i els seus col-laboradors
(Heller et al., 2002). Per contra, en el cas de Wnt9a, no s’havia identificat la seva

expressid a pancrees embrionari anteriorment.

Definim per primera vegada la relacié entre Neurog3 i un component de la via de
senyalitzacié Wnt, el lligand Wnt9a. Una relacié d’aquest tipus en pancrees fins ara
només havia estat descrita per a la via de senyalitzacié Notch (Apelqvist et al., 1999;
Murtaugh et al., 2003). Per una banda, Neurog3 indueix I'expressio del lligand Delta i
del receptor Notch2. Per l'altra, el factor bHLH Hes1 reprimeix I'expressié de Neurog3.
Recentment, ha estat publicat un treball que suggereix la relaci6 entre la via Notch i el
factor de transcripcié Nkx6.1 en la formacié de I'epiteli pancreatic primerenc (Afelik et
al., 2012). En aquest treball defineixen la unié directa de Rpbjk al promotor de Nkx6.1.
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Aquest fet aporta més evidéncies als recents suggeriments de [I'existéncia
d’interrelacions entre les xarxes transcripcionals i els senyals inter i intracel-lulars
durant 'embriogénesi pancreatica, i més concretament en 'especificacié i diferenciacio

dels diferents llinatges cel-lulars presents en el pancrees adult.

De manera interessant, el gen de Wnt9a va ser identificat com a possible diana
directa de Neurog/NeuroD en un entorn neuronal mitjangant métodes bioinformatics
(Seo et al., 2007). En aquest mateix estudi Wnt7b també es va identificar com un gen
amb caixes E probablement regulat per factors bHLH. En el mateix sentit, en aquesta
tesi demostrem com altres factors de la familia dels bHLH (NeuroD1, Mash1 i MyoD)
tenen la capacitat d’induir 'activaci6 de Wnt9a a diferents nivells. Perd aquesta
caracteristica no és compartida per tots els membres de la familia, ja que els factors

Ptf1a i Mist1 no regulen I'expressio d’aquest lligand.

La induccié en l'expressié del gen de Wnt9a promoguda per Neurog3 no és
quelcom especific del model cel-lular mPAC, ja que aquest mateix resultat 'observem
també en d’altres linies cel-lulars, no necessariament pancreatiques. Aquest fet indica
que l'activacio de Whnt9a per part de Neurog3 no requereix components moleculars

que siguin especifics de teixit, siné que aquesta regulacié és més general.

Hi ha diferents indicis que ens fan pensar que el lligand Wnt9a es tracta d’'una
diana directa de Neurog3. Per una banda, els estudis temps-resposta ens indiquen
que Wnt9a és regulat per Neurog3 de manera rapida, caracteristica que comparteix
amb Math6, recentment descrit com a diana directa de Neurog3 (Pujadas et al., 2011).
Per altra banda, demostrem que Neurog3 indueix canvis epigenétics en el promotor
del gen de Wnt9a. Pero el que determinaria de manera més especifica si Wnt9a és
una diana directa de Neurog3 és l'estudi de la unié d’aquest factor en el promotor de
Wnt9a mitjangant ChlP. De fet, estudis preliminars, indicarien que és aixi, perd queda

pendent de corroborar aquestes dades.

Demostrem que elements especifics de la cascada de diferenciacié endocrina
poden regular I'expressié del mRNA de Wnt9a (com NeuroD1, Nkx6.1 i Pax4).

Aquests resultats fan que puguem hipotetitzar sobre la possible implicacié de la via

Whnt en la xarxa transcripcional endocrina. Aquestes dades, juntament amb el fet que,

els factors de transcripcié pro-exocrins Ptf1a i Mist1 no tinguin la capacitat de regular
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I'expressié de Wnt9a recolza encara més que aquest lligand podria estar intervenint
especificament en el programa de diferenciacié endocrina. En paral-lel, I'analisi del
promotor de Wnt9a amb el software de Genomatix ens ha permés identificar elements
d'unié a factors bHLH, especificament llocs d’uni6 a NeuroD1, aixi com també a
factors endocrino-pancreatics com Pax4/6 o Nkx6.1. Els nostres resultats en les

cél-lules mPAC estarien indicant que aquests llocs d'unioé serien funcionals.

En aquesta tesi descrivim per primera vegada la preséncia del mRNA del lligand

Wnt9a en pancrees embrionari i en illots aillats de pancrees neonatal i adult, pas

essencial per a seguir estudiant el possible rol d’aquest lligand en el desenvolupament
pancreatic. Observem també una major expressié d’aquest lligand en les linies
cel-lulars endocrines (aTC1.6, BTC3 i Min6) en relacid amb I'expressié en les linies
acino-ductals (266 i mPAC), indicant que aquest lligand podria estar enriquit en el
linatge endocri pancreatic. En el moment d'’inici dels nostres estudis, només s’havia
descrit el paper de Wnt9a durant el procés de condrogénesi i unions cartilaginoses
(Spater et al., 2006) i en desenvolupament cardiac (Person et al., 2005). En aquests
darrers anys, també s’ha descrit la participacié d’aquest lligand en I'organogénesi
hepatica (Matsumoto et al., 2008) i en el desenvolupament neural, en retina (Mizukami
et al., 2009).

Un aspecte clau que no hem pogut solucionar, és la identificacié de les cél-lules
que estan expressant Wnt9a en pancrees embrionari. De fet, podem apreciar que els
nivells d’expressio genica d’aquest lligand sén molt baixos, tant en teixit pancreatic,
com en els altres teixits analitzats per RT-PCR, fet que pot explicar les dificultats que
hem tingut a 'hora d’estudiar la localitzacié de Wnt9a, tant per colorimetria per tincié x-
Gal amb I'is del model animal Wnt9a-LacZ, com per immunohistoquimica amb un
anticos especific per al reporter de la B-galactosidasa. En el mateix sentit, les imatges
d’hibridacio in situ disponibles a la base de dades del GenePaint evidencien un senyal
deébil que podria estar relacionat amb els baixos nivells d’expressié d’aquest lligand a

'embrid.
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PAPER DE WNT9A EN EL PROGRAMA DE DIFERENCIACIO ENDOCRINO-
PANCREATICA

Per tal d’esbrinar el rol de Wnt9a dins el procés de diferenciacié del llinatge endocri

del pancrees vam utilitzar aproximacions in vitro i in vivo.

Per una banda, la sobreexpressié de Wnt9a en el model cel-lular de diferenciacio
endocrina utilitzat ens suggereix que aquest lligand esta exercint una regulacio
negativa dels efectes de Neurog3, contrarestant els efectes inductors de Neurog3
sobre alguns dels gens de la cascada de diferenciacié endocrina. Aixd va portar a
plantejar-nos si bloquejant I'expressié de Wnt9a, mitjancant I'is de siRNA especifics
per a Wnt9a, aconseguiem un augment dels efectes inductors de Neurog3. Pero les
limitacions experimentals degudes a una poca eficiencia de bloqueig en I'expressio de

Wnt9a, no van permetre concloure aquests estudis.

Per als estudis in vivo del paper d’aquest lligand, vam utilitzar el model de ratoli gen
anul-lat global de Wnt9a, ja que el model floxejat encara no ha estat generat. Tot i la
letalitat primerenca dels animals Wnt9a™, aquest model és suficient per a poder

avaluar el rol de Wnt9a durant el procés de diferenciacio endocrina del pancrees.

Els animals Wnt9a™ en el moment del naixement (P1) sén hipoglucémics i, en
consequeéncia, hipoinsulinémics. L’analisi del contingut d’insulina pancreatica a P1,
revela que aquesta hipoinsulinémia no és deguda a una abséncia d’aquesta hormona

al pancrees.

Amb l'objectiu de determinar un possible fenotip pancreatic es va realitzar una
caracteritzacido més en profunditat de I'6rgan a diferents estadis del desenvolupament

embrionari. L'estudi morfologic a I'estadi e18.5 revela un augment general en el

nombre total de cél-lules endocrines respecte de I'area total de pancrees en abséncia

de Wnt9a, sense mostrar cap evidéncia de canvis en la distribucié dels diferents
linatges endocrins. Aquest increment és significatiu en el cas de la insulina i la
somatostatina, perd no del glucagé. Aquest resultat estaria indicant que Wnt9a

exerceix un efecte negatiu generalitzat sobre la massa endocrina del pancrees.

Aquests canvis observats ens van portar a analitzar el pancrees a I'estadi

embrionari e15.5, moment en el qual es déna la maxima expansié del compartiment



Discussio

endocri, transicid secundaria, i que coincideix amb els nivells maxims d’expressid
proteica de Neurog3 (Schwitzgebel et al., 2000). Tot i que en aquest estadi no
s’aprecien encara canvis evidents en el nombre total de cél-lules endocrines, si que es
poden observar canvis en el perfil d’expressié génica de diferents components del
programa transcripcional endocri. Observem un augment significatiu de I'expressi6 de
Pdx1 i Nkx2.2 en abséncia de Wnt9a. De fet, Nkx2.2 és un regulador de Pdx1, ja que
s’ha demostrat que Nkx2.2 s’uneix al promotor de Pdx7, tot i que no s’ha corroborat
que el reguli a nivell transcripcional (Van Velkinburgh et al., 2005). Per altra banda, no
observem diferéncies significatives en I'expressié de Pax4, Nkx6.1 o NeuroD1 en els
animals Wnt9a™", tot i que apreciem un lleuger augment (~40%) en el cas del mRNA
Pax4. Ara caldra corroborar aquestes analisis d’expressié génica amb técniques
immunohistoquimiques, que ens permetran determinar si aquests canvis sén deguts a
un major nombre de cél-lules que expressen aquests factors, o a una major expressio
d’aquestes proteines per cél-lula. En aquest sentit, hem de tenir en compte que alguns
d’aquests factors, concretament Nkx6.1, amb el qual no detectem diferéncies a nivell

de mRNA, tenen una clara regulacioé post-transcripcional (Watada et al., 2000).

En base als resultats anteriors, vam hipotetitzar que I'abséncia de Wnt9a podria
estar afectant el nombre de progenitors endocrins. No obstant, no hem observat
diferencies significatives d’expressio de Neurog3 a nivell de mRNA que ens indiquin
que aquest sigui el cas, tot i que s’intueix un petit augment (~25%) en els animals
Wnt9a™. No podem descartar pero un increment en I'expressio proteica de Neurog3, ja
que s’ha descrit una possible regulacié post-transcripcional de Neurog3. Ha estat
descrita una diferéncia entre els nivells d’expressié del mRNA i de proteina, observant
que no totes les cél-lules on es detecta mRNA de Neurog3 estan expressant també la
proteina (Villasenor et al., 2008). Per altra banda, en pancrees neonatal no es
detecten cél-lules positives per Neurog3 a nivell proteic, perd si que es detecten
transcrits de Neurog3 (Joglekar et al., 2007). En aquest sentit, s’ha identificat un
conjunt de microRNA especifics per a Neurog3, que l'estarien regulant post-
transcripcionalment, i que estan sobreexpressats després d’'una pancreatectomia
parcial i el pancrees esta en un procés de regeneracioé (Joglekar et al., 2007). A més,
cal puntualitzar que hi ha un desfasament temporal entre els pics d’expressio del
mRNA i de la proteina de Neurog3 al pancrees embrionari. Mentre que el primer es

detecta a estadi e14.5, el pic maxim d’expressio proteica es detecta a €15.5, moment
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en el que estem realitzant els nostres estudis. Per tant, en base als resultats obtinguts
fins el moment, no podem descartar efectes de Wnt9a sobre el nombre de cél-lules

Neurog3®.

PAPER DE WNT9A EN LA PROLIFERACIO CEL-LULAR

Esta extensament establert que la via de senyalitzaci6 Wnt es relaciona amb
processos de proliferacié cel-lular. Per altra banda, se sap que en els estadis finals del
desenvolupament embrionari (des de e17.5 en endavant), hi ha un augment important
de la proliferacié de cél-lules B, que continua en I'etapa post-natal (Bouwens et al.,
2005; Georgia and Bhushan, 2006). De fet, els nostres estudis preliminars d’expressio
pancreatica del lligand Wnt9a, ens van mostrar que els nivells del mMRNA de Whit9a
durant els periodes neonatals de més proliferacié (P13 i P21) sén baixos, mentre que
aquests augmenten a partir de P21, que és quan disminueix la taxa proliferativa de la

massa cel-lular 8 en estadi neonatal.

Per aquests motius vam avaluar si 'abséncia d’aquest lligand, a més d’estimular la
diferenciacid endocrina, podia alterar també la taxa replicativa de les cél-lules
endocrines ja diferenciades contribuint a 'augment observat del compartiment endocri
a e18.5. D’acord amb aquest raonament, hem observat un augment del marcador de
proliferacio ki67 en els tres tipus cel-lulars hormonals estudiats a €18.5, essent altra
vegada significatiu en el cas de les cél-lules positives per insulina i per somatostatina, i
no en el cas del glucagd, de la mateixa manera que passa amb l'augment en el
nombre de cél-lules. Sera interessant corroborar aquestes dades en un estadi més
primerenc de desenvolupament, mirant per una banda si hi ha una major expansié de
les cél-lules endocrines que expressen hormona, i per l'altra estudiant si hi ha una

major expansio de progenitors endocrins.

Aquests resultats estarien assenyalant Wnt9a com un lligand anti-proliferatiu in
vivo, fet que podria explicar I'activacio de I'expressié d’aquest lligand promoguda per
Neurog3 en el context endocrino-pancreatic, ja que les cél-lules que comencen a
expressar Neurog3 estarien marcades per a diferenciar-se i no per a proliferar
(Miyatsuka et al., 2011). Per tant, les dades que hem obtingut fins al moment lligarien
Wnt9a amb el control de la proliferacié cel-lular, perd en sentit oposat al descrit per

altres grups, que descriuen un paper proliferatiu d’aquest lligand. Els resultats diversos
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pero, es poden explicar com a consequeéncia dels diferents contextos cel-lulars en els
que ha estat descrita aquesta funcié proliferativa del lligand (Person et al., 2005;
Matsumoto et al., 2008; Xiang et al., 2008).

Els resultats obtinguts en aquesta tesi en el model genanul-lat global de Wnt9a,
desperten l'interés per la realitzacié d’estudis futurs en un model animal que tingui
delecionat el gen Wnt9a de manera especifica en pancrees, per exemple sota el
control del promotor de Pdx-1 per eliminar I'expressié de Wnt9a en tot I'érgan. Aixo
ens permetria veure si 'abséncia pancreatica-especifica d’aquest lligand condiciona la
viabilitat d’aquests animals, i si no és aixi, estudiar com es comporten els canvis en la
massa endocrina a 'estadi €18.5, observats en el model gen anul-lat complet, i quina

repercussio tenen en I'etapa adulta.

ES WNT9A UN ACTIVADOR DE LA VIA CANONICA WNT EN PANCREES
EMBRIONARI?

Wnt9a ha estat descrit com a lligand regulador de la via canonica per diversos
grups (Guo et al., 2004; Person et al., 2005; Spater et al., 2006; Matsumoto et al.,
2008) en diferents models cel-lulars. De la mateixa manera, en la linia cel-lular mPAC
podem observar una capacitat moderada, perd significativa, d’aquest lligand a I'hora

d’activar la via candnica Wnt/B-catenina in vitro.

En paral-lel, hem observat que el lligand Wnt9a incrementa els nivells proteics de
Tcf712 in vitro. Aquest augment seria compatible amb el fet que Wnt9a actua com a
activador de la via candnica de Wnt en aquest context cel-lular, tot i que, com hem
mencionat anteriorment, nivells elevats de Tcf712 no correlacionen directament amb
una activacio de la via. En el mateix sentit, els estudis d’expressio génica realitzats en
el model animal genanul-lat per Wnt9a, mostren com I'expressié de Tcf712 disminueix
en els animals deficients per Wnt9a, indicant que aquest lligand regula positivament
els nivells de Tcf7I2 també in vivo. Es interessant mencionar que en un treball recent
es suggereix una regulacié negativa del factor Tcf712 sobre I'expressié del factor de
transcripcio Nkx2.2 en el context cel-lular neural, durant la formacié del tub neural (Lei
et al.,, 2006), demostrant que el promotor de Nkx2.2 té llocs d’'unié per a Tcf7I2.
Aquests resultats els podriem relacionar amb els nostres estudis en els quals

I'abséncia de Wnt9a in vivo disminueix I'expressioé de Tcf712, al contrari del que passa
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amb Nkx2.2, indicant que també pot existir la regulacié negativa de Tcf7I2 sobre
Nkx2.2 descrita en un context neuronal, en desenvolupament pancreatic. S’hauria de

verificar perd aquesta hipotesi amb estudis complementaris.

Un altre dels gens de la via Wnt que veu afectada la seva expressié en els animals
Wnt9a™ és el lligand Wnt7b. Aquest s'indueix en abséncia de Wnt9a. Es interessant
recordar que justament aquests dos lligands sén regulats per Neurog3, i que ho fa de
manera oposada. Per tant, prendria sentit que si Neurog3 indueix I'expressié de Wnt9a
i reprimeix la de Wnt7b, Wnt9a estigués disminuint I'expressiéo de Wnt7b, tal i com

observem amb el model animal.

Un altre dels gens de la via Wnt analitzats va ser la diana i modulador de la via
Whnt/B-catenina, Axin2, en el qual no s’observen canvis d’expressié en abséncia de
Wnt9a. Aquest resultat fa hipotetitzar que el més probable sigui que els efectes que
Wnt9a exerceix en la organogénesi pancreatica no estiguin mediats per una activacio
de la via canodnica de Wnt. No descartem que Wnt9a pugui estar regulant vies no
canoniques de Wnt, quelcom que no hem pogut estudiar en profunditat. Per altra
banda, se sap que la via de senyalitzaci6 Wnt interacciona amb altres vies en
processos de decisid de desti cel-lular, i una amb la que ho fa de manera més
recurrent és amb la via de senyalitzacidé Notch (revisat a (Hayward et al., 2008)).
Sembla ser que en “decisions de desti binaries” Wnt i Notch interaccionen de manera
oposada i compensatoria per a que la cél-lula adquireixi un fenotip o un altre (Hayward
et al.,, 2008). Aquesta regulacié és compartida en diferents teixits, per exemple, un
article recent, proposa la cooperacié entre les vies de senyalitzacié Wnt i Notch en la
diferenciaci6 hematopoética. Aquest treball descriu la regulacid entre components
d’ambdos vies per la correcta diferenciacié de les cél-lules dendritiques a partir de
cel-lules hematopoétiques progenitores (Zhou et al., 2009). La via de senyalitzacio
Notch seria un bon candidat a ser regulat per Wnt9a per la importancia d’aquesta via
durant el procés d’especificacié endocrina i la seva interconnexi6 amb Neurog3
(Apelqgvist et al., 1999). De fet, amb els estudis d’expressié génica realitzats en els
animals Wnt9a™ a I'estadi €15.5 hem observat una disminucié moderada del factor
bHLH de la via, Hes1, i un increment de I'expressid del receptor Notch2 en abséncia
de Wnt9a, el que ens podria estar indicant una regulacié de la via Notch mediada pel

ligand de la via Wnt. Un article recent que exemplificaria aquesta relacié seria un
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estudi en peix zebra, en el que demostren que el lligand de la via Wnt, Wnt16, intervé
en l'especificacio de les cél-lules mare hematopoetiques (HSCs, Hematopoietic stem
cells). Observen com Wnt16 no exerceix els seus efectes ni mitjangant la via candnica
de Wnt, ni tampoc les no canodniques, sind que ho fa regulant 'expressio dels lligands
de la via Notch: Dlc (Delta C) i DId (Delta D) (Clements et al., 2011). Experiments
futurs amb el model animal de Wnt9a aniran encaminats a esbrinar si Wnt9a pot ser
un regulador de la via Notch, i si és a través d’aquesta via que exerceix els seus

efectes sobre I'especificacié endocrina del pancrees.
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Resum i conclusions

1. Els factors de transcripci6 bHLH Neurog3 i Math6 regulen I'expressié de
components i de gens relacionats amb la via de senyalitzacio Wnt en el model de les

cél-lules mPAC.

2. Els gens identificats com a dianes potencials de Neurog3 i/o Math6 a les
cél-lules mPAC s’expressen en el pancrees embrionari durant les etapes de
diferenciacié endocrina, el que suggereix la seva possible participacié en el procés de

formacié del pancrees endocri.

3. Neurog3 regula I'expressio del lligand Wnt9a in vitro, alhora que aquest lligand
és regulat també per altres factors de la cascada transcripcional de diferenciacié

endocrina, perd no per factors de transcripcio especificament exocrins.

4. Wnt9a actua com a regulador negatiu dels efectes promoguts per Neurog3

sobre el programa transcripcional endocri en les cél-lules mPAC.

5. La deficiencia de Wnt9a in vivo resulta en un augment generalitzat del
compartiment endocri del pancrees dels animals Wnt9a™ en les etapes finals de

desenvolupament pancreatic (e18.5).

6. L’abséncia de Wnt9a in vivo promou un augment de la diferenciacié endocrina,
evidenciat per l'augment significatiu en I'expressié dels gens dels factors de
transcripcio endocrins Nkx2.2 i Pdx1 durant la transicié secundaria (€15.5). No podem

descartar, de moment, un possible augment dels progenitors pancreatics.

7. Labséncia Wnt9a resulta en l'augment de proliferacio de les cél-lules

endocrines en etapes finals del desenvolupament pancreatic (€18.5).

8. Wnt9a regula I'expressio del factor efector de la via Wnt, Tcf712. Aquesta
regulacié s’observa tan en models cel-lulars com in vivo en el model muri gen anul-lat

per Wnt9a.
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Per tant, amb aquests resultats podem concloure que:

1. Existeix una relacid entre la via de senyalitzaci6 Wnt i la cascada
transcripcional endocrina del pancrees, quelcom que succeeix, com a minim,
a nivell del factor pro-endocri Neurog3, factor que regula I'expressié de gens

relacionats amb aquesta via de senyalitzacié.

2. El lligand Wnt9a, identificat com a diana de Neurog3 in vitro, intervé en el
programa de diferenciacié endocrina del pancrees. El model gen anul-lat per
aquest lligand demostra que actua com a regulador negatiu en la formacié del
pancrees endocri possiblement a dos nivells:

e un de més primerenc, com a regulador negatiu de lactivacié del
programa de diferenciacié endocrina en progenitors pancreatics,
e i un de més tarda, en el que exerciria efectes anti-proliferatius,

especificament sobre les cél-lules endocrines ja diferenciades.
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ANNEX






Llistat d’anticossos utilitzats
ANTICOS PRIMARI ORGANISME APLICACIO DILUCIO CASA COMERCIAL REFERENCIA
anti-B-catenina activa ratoli western blot 1/1000 Millipore 05-665
beta-actina conill western blot 1/1000 Sigma-Aldrich A-2066
HA ratoli western blot 1/1000 Sigma-Aldrich H-9658
anti-Tcf712 conill western blot 1/5000 Abcam ab76151
myc ratoli immunofluorescéncia 1/100 Millipore 05-419
ins conillet d’indies immunofluorescéncia 1/1000 DAKO A0564
gcg ratoli immunofluorescéncia 1/1000 Sigma-Aldrich G-2654
gcg conill immunofluorescéncia 1/1000 DAKO A0565
sst conill immunofluorescéncia 1/500 DAKO A0566
ki67 ratoli immunofluorescéncia 1/50 BD Pharmigen ™ 556027
beta-galactosidase conill immunofluorescéncia 1/100 Cappel 55976
IgG conill ChiP 1/3000 Sigma-Aldrich A0-418
H3K4me2 conill ChiP 1/3000 Millipore 07-030
H3K4me3 conill ChiP 1/3000 Millipore 04-473
H3K27me3 conill ChiP 1/3000 Millipore 07-449
ANTICOS SECUNDARI APLICACIO DILUCIO CASA COMERCIAL REFERENCIA
Anti-mouse IgG peroxidase Western blot 1/5000 GE Healthcare NA931
Anti-rabbit IgG peroxidase Western blot 1/5000 GE Healthcare NA934
Anti-rabbit IgG peroxidat peroxidasa 1/100 Sigma-Aldrich A0545
Anti-guinea pig IgG peroxidat peroxidasa 1/100 Sigma-Aldrich A9167
Cy3 anti-guinea pig immunofluorescencia 1/1000 Jackson IR 706-165-148
Cy3 anti-rabbit immunofluorescéncia 1/1000 Jackson IR 711-165-152
Cy2 anti-mouse immunofluorescencia 1/1000 Jackson IR 715-225-150
Cy2 anti-rabbit immunofluorescencia 1/1000 Jackson IR 711-485-152
Hoechst 33258 (Bisbenzimide) immunofluorescéncia 1/1000 Sigma-Aldrich 861405




Llistat d’encebadors utilitzats

GEN

SEQUENCIA

APLICACIO

Actb

5 TGAGAGGGAAATCGTGCGTG
3 TGCTTGCTGATCCACATCTGC

RT-PCR

Actb promoter

5’ AACAAGAGGCCACACAAATAGG
3’ ACCCTCTGGGTGTGGATGTC

ChIP (chromatin
immunoprecipitation)

5 TGGCGTCAAATCAGGAACATG

Amy 3' AAAGTGGCTGACAAAGCCCAG qRT-PCR
. 5 AAAACGGATTCAGGTCCTTCAA
Axin2 3’ GCAAAGACATAGCCGGAACCTA qRT-PCR
- 5 GATCGCCACTCCAGCTACTTC GRT-PCR
3 GCAGGCACTAAGCTCAGACTT
5 CCTGGTGATGTCCGACCTG
Cdkn1a (p21) 3 CCATGAGCGCATCGCAATC qRT-PCR
Gog 5 AGGAATTCATTGCGTGGCTG GRT-PCR
3 CAATGGCGACTTCTTCTGGG
o 5 CTCATCTGGAATTTCGCCGA GRT-PCR
3 GGCGAGTGAAGATCCCCTTC
1app (amilina) 5 CTCCAAACTGGCAGGTGTCC JRT-PCR
3 TCCGTTTGTCCATCTGAGGG
5 AGAGAAAGAAAGTGGTGAACATTGAACG
Igfop4 3’ CTACGCAGCAGCACAGAGCAGAGG qRT-PCR/RT-PCR
. 5 AGCGTGGCTTCTTCTACACACC CRT-PCR
3’ CCAGCTCCAGTTGTGCCACT
5 CTGGCGGCGTATCCGAATC
Insm1 (IA-1) 3 CCTGGCGACGGAACTTCTT qRT-PCR
5 AGCCAAGAAACGGAAGGAGTG CRT-POR
Mathe 3 TCTGGCAGCATCTTGAGGAAG
5 GCATCTCAGAGCTTGGCACC RT-PCR

3’ AATCCTCAGGATGGCCAGTTT




Math6 promoter

5’ CAACAAGGCTGGGCAATGAAG
3’ CGCCTTTAAAGAAACAGGAAGC

ChIP (chromatin
immunoprecipitation)

MyoD promoter

5 CATTGTCCCGTAGCCTTGAG
3' GCCACACGCGGTAGCACTTG

ChIP (chromatin
immunoprecipitation)

Neo12

5 CGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAG

RT-PCR genotipatge wnt9a

NeuroD1

5 CGCTCTCGCTGTATGATTTGG
3' CACGCAGAAGGCAAGTGTC

qRT-PCR

Neurog3 (ratoli)

5 TTCTCATCGGTACCCTTGCTG
3’ GCAGACTCACCAGGAAGTATGG

gRT-PCR/ RT-PCR

Neurog3 (huma)

5 TGGGCTGTGGGTGCTAAGGGTAAG
3’ AGGGGTCAGCCAGGGAGAAGCAGA

qRT-PCR

Neurog3 promoter

5 GCCGTTTCCCTCTCTGAGCC
3’ GGCATGTGTCCAGACCCTTTC

ChIP (chromatin
immunoprecipitation)

5 TGGACAGCAAATCTTCGCCCTG

Nicx6.1 3 TGTTGTAATCGTCGTCATCCTC aRT-PCR
oot 5 GAGTACCCTGCTCTTTTTGCC ~TPOR
3 ACTCGATTGATAGAGGACACACT q
5 CCCCAGTTTACAAGCTCGCT
Pdx1 3’ CTCGGTTCCATTCGGGAAAGG qRT-PCR
5 ACAAGCCGCTAATGTGCGAGA
Pti1a 3 TTGGAGAGGCGCTTTTCGT aRT-PCR
oo 5 AGCGACATGGAGGAGGAGGAGGAC (RT-POR/ RT-PCR

3 GTTATCATGGACGTGCTCAGTTGG

Shisa2 (Tmem46)

5’ GACAGACCGAGAAGGCCCAGACAG
3’ GAGGATGATGAAGGCAACGAACAC

gRT-PCR/ RT-PCR

5" ACCCCAGACTCCGTCAGTTTC

Sst 3’ ATCATTCTCTGTCTGGTTGGGC gRT-PCR
o
Tef7i2 g gg}f@l@ﬁiﬁ%@iﬁé@?m gRT-PCR
Waisa 3 TTGOACAGGOGTOOCTACGTE RT-PCR

5 GCGGAATTCATGCACAGAAACTTTCGA
3’ AGTTCTAGATCACTTGCAGGTGAAGACCTCGG

creacio de pCMVTnt-Wnt7b




Wnt9a

5 GGTGGGCAAGCACCTAAAAC
3’ GTACAAGCTCTGGTGTTCGGG

gRT-PCR/ RT-PCR

5 ACGAATTCATGCTGGATGGGTCCCTTCT
3' CGTCTAGACTACAGATCTTCTTCAGAAATAAGTTTTTGTTCGCCCTTGCAGGTATAG

creacié de PCCMV-pLpA-
Wnt9a; pCDNAS3.1-myc.Wnt9a

5" ACGAATTCATGCTGGATGGGTCCCTTCT
3’ CGTCTAGAGGTCAGCCCTTGCAGGTATAG

creacié de pCMVTnt-Wnt9a

5’ GCGGCCCAAGCACACTAC
3’ GGCACTCCAGGGCACTCAT

gRT-PCR genotipatge

5 TGACTTGGCTCAGTGCTCTGGC
3 TCGCTTGAGCAGGCTGGCTCG

RT-PCR genotipatge

Wnt9a promoter

5" AAGCACAGTCGTCCAAGTTTCTCG
3’ CTAGGTGTCTGCAGCCAGGACAC

ChIP (chromatin
immunoprecipitation)

Wnt9b

5 AGAGGCTTTAAGGAGACGGC
3’ GGGGAGTCGTCACAAGTACAG

gRT-PCR/ RT-PCR




Llistat d’adenovirus utilitzats

ADENOVIRUS ESPECIE
Ad. CMV- Mash1 rata
Ad. CMV- Mist1 rata
Ad. CMV- MyoD ratoli
Ad. CMV- NeuroD1 ratoli
Ad. CMV- NEUROG3 huma
Ad. CMV- NKX2.2 huma
Ad. CMV- Nkx6.1 hamster
Ad. CMV- Pax4 ratoli
Ad. CMV- Ptf1a rata
Ad. CMV- shMath6 ratoli
Ad. CMV- shScrambled ratoli
Ad. CMV- Wnt9a ratoli
Ad. CMV- BGalactosidasa ratoli




Llistat de vectors d’expressio utilitzats

VECTOR

us

ORIGEN

pCMVTnt-Wnt9a

assaig luciferasa

Creat durant la tesi

pCMVTnt-Wnt7b

assaig luciferasa

Creat durant la tesi

PCCMV.pLpA-Wnt9a

creacio de I'adenovirus per
Whnt9a

Creat durant la tesi

pCDNAS3.1-myc.Wnt9a

creacio de la linia estable
NIH3T3-Wnt9a

Creat durant la tesi

assaig luciferasa

Cedit pel laboratori de

TOP-Flash Randall Moon
assaig luciferasa edit pel laboratori de
FOP-Flash S e OO Rl Mo
pRL-CMV assaig luciferasa Promega
PCIG assaig luciferasa Cedit pel quoratori de
Sebastia Pons
pCMVTnt assaig luciferasa Promega

PCIG-Bcatenina

assaig luciferasa

Cedit pel laboratori de
Sebastia Pons

PCIG-Wnt3a

assaig luciferasa

Cedit pel laboratori de
Sebastia Pons

pCMVTnt-flag.Neurog3

assaig luciferasa

Creat al nostre
laboratori

pCMVTnt-myc.Math6

assaig luciferasa

Creat al nostre
laboratori
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The bHLH factor Neurogenin3 initiates the differentiation program that leads to formation of pancreatic
endocrine cells. Math6 is a closely related bHLH factor transiently activated downstream of Neuro-
genin3 in endocrine progenitors. Here we characterize the Math6 promoter and locate the Neurogenin3
binding site, thus confirming that Math6 is a genuine Neurogenin3 target. We also show that Math6
activation rates are largely controlled by epigenetic mechanisms involving the balance between
activating H3K4 and repressive H3K27 methylation marks. High Math6 expression in the embryonic
pancreas associates with an H3K4me3-only state, whereas low Math6 expression in differentiated
endocrine cells correlates with chromatin dually marked with H3K4me3/H3K27me3, a feature
originally associated with developmental genes that are repressed but poised for activation in ES cells.
Importantly, we show that Neurogenin3 can trigger the conversion of Math6 from a poorly transcribed
bivalent to an active monovalent state in vitro, hence providing a mechanism whereby Neurogenin3
may activate Math6 in endocrine progenitors. Finally, because Neurogenin3-induced changes in histone
methylation are observed at other endocrine gene promoters, we propose that this mechanism may

contribute to the determination of endocrine cell fate by Neurogenin3 in the pancreas.
© 2011 International Society of Differentiation. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The basic-helix-loop-helix (bHLH) proteins are transcriptional
regulators with relevant roles in multiple developmental pro-
cesses. They comprise an evolutionarily ancient group that shares
a common structural motif, the bHLH domain, and regulates
transcription through binding as homo- or hetero-dimers to
specific DNA sequences known as E boxes (CANNTG) (Jones,
2004; Massari and Murre, 2000). Neurogenins, which are related
to the Drosophila bHLH gene atonal, participate both in neuro-
genesis and in endocrine differentiation in the gastrointestinal
tract (Schonhoff et al., 2004; Vetter and Brown, 2001). In the
pancreas, Neurogenin3 (Neurog3) is central in the formation of
the endocrine cells that compose the islets of Langerhans
(Gradwohl et al., 2000; Gu et al., 2002). It specifies endocrine
progenitors among the pool of pancreatic precursor cells and
serves as the transcriptional switch that initiates pancreatic

* Corresponding author at: Laboratory of Diabetes and Obesity, IDIBAPS, Center
Esther Koplowitz, 5th floor, Rosselld, 153, 08036 Barcelona, Spain.
Tel.: +34 93 2275400x2910.
E-mail address: rgasa@clinic.ub.es (R. Gasa).
! Contributed equally to this work.

endocrine differentiation during embryogenesis (for reviews see
Jensen, 2004; Wilson et al., 2003). Remarkably, Neurog3 can
function as a pro-endocrine factor and is sufficient to promote
endocrine differentiation in appropriate cellular contexts
(Schwitzgebel et al., 2000; Yechoor et al., 2009). Despite its
central role, our current understanding on how Neurog3 estab-
lishes endocrine cell fate commitment is rather limited, in part
because of its transient expression during pancreatic develop-
ment and the difficulties for isolating early endocrine progenitors.
Whole-genome profiling approaches have established the
potency and wide range of the transcriptional activity of Neurog3
in vitro (Gasa et al., 2004, 2008; Serafimidis et al., 2008), yet only a
reduced number of genes have been regarded as direct targets of
this transcription factor (Breslin et al., 2007; Smith et al., 2003;
Vetere et al, 2010; Wang et al., 2009; Watada et al., 2003).
Furthermore, little is known about the molecular mechanisms
involved in Neurog3-regulated transcriptional events.
Math6/atonal homolog 8 (hereafter designated as Math6) is a
bHLH protein that, on the basis of sequence similarity within the
bHLH domain, is most closely related to the atonal subfamily of
bHLH factors (Inoue et al., 2001). However, in contrast to the
Neurogenins which are expressed in a tissue-restricted manner,
Math6 has a broader expression pattern and is found in many

0301-4681/$ - see front matter © 2011 International Society of Differentiation. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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embryonic tissues including the nervous system, kidney, lung,
muscle and the gastrointestinal tract (Inoue et al., 2001; Lynn
et al., 2008; Ross et al., 2006). The available data about Math6
suggest that this factor plays relevant roles during development.
First, early lethality of Math6 null embryos demonstrates require-
ment for this gene in initial stages of embryogenesis (Lynn et al.,
2008). Second, its spatial and temporal expression pattern in the
embryo is indicative of additional functions in organ morphogen-
esis and tissue differentiation. In this regard, Math6 has been
implicated in neuronal differentiation during retina development
(Inoue et al., 2001; Kubo and Nakagawa, 2010; Yao et al., 2010)
and in the development of the kidney (Ross et al., 2006), the
skeletal muscle (Yao et al., 2010) and the pancreas (Lynn et al.,
2008). Math6 exhibits a complex expression pattern that appears
to be tightly coupled to differentiation events: it is usually
broadly expressed in tissues while they undergo active differen-
tiation, but it is down-regulated and/or becomes restricted to
specific cell types in mature differentiated tissues and organs
(Inoue et al., 2001; Lynn et al., 2008; Ross et al., 2006). Yet, the
upstream factors and signals that control its expression are
largely unknown. Similarly, the regulatory DNA sequences of
the Math6 gene remain to be characterized. We and others
identified Math6 as a target of Neurog3 via genome-wide micro-
array screenings in pancreatic duct and embryonic stem cells
(Gasa et al., 2008; Serafimidis et al., 2008). We also showed that,
besides Neurog3, other pancreatic and non-pancreatic develop-
mental bHLH factors activated Math6 expression (Lynn et al.,
2008), leading us to propose that Math6 could act as a common
node in multiple differentiation programs downstream of lineage-
determining bHLH regulators.

In the present study, we have investigated the upstream
genomic sequences of the Math6 gene and identified the cis-acting
elements mediating its responsiveness to Neurog3. As a result of
these studies, we observed that Math6 expression levels correlated
better with the presence of specific histone methylation marks at
the endogenous gene than with promoter activity rates in reporter
luciferase assays. These observations led us to further investigate
the implication of epigenetic events in the transcriptional activa-
tion functions of Neurog3. This work provides a mechanism by
which Math6 may be induced in endocrine progenitors and
uncovers the ability of Neurog3 and of other pancreatic and
neuronal lineage-specific bHLH regulators to instruct changes in
the histone methylation code at target chromatin.

2. Material and methods
2.1. Luciferase reporter and expression vectors

A 3.0-kb fragment of 5'-flanking sequence upstream of the
Math6 translation start site was amplified from mouse liver DNA
using primers M1 and M2. The amplified region was cloned
upstream from the firefly luciferase gene in the Kpnl/BamH1 sites
of the pFOXluc vector. The resulting plasmid was used to generate
shorter reporter vectors by restriction digestion followed by re-
ligation: 2.2-kb (Kpnl/Nsil), 1.7-kb (Kpnl/BstX1), 1.0-kb (Kpnl/
Bglll), 0.7-kb (Kpnl/PmlI) and 0.3-kb (Kpnl/Pstl). The 7.7-kb and
5.5-kb promoter constructs were amplified from BAC clone RPCI
22-149-G19 (BACPAC Resources, Oakland, CA) using oligo pairs
M3/M4 and M5/M6 and cloned in the Kpnl/Xhol and Kpn/Spel
sites of the FOXluc vector respectively. Other reporter constructs
were generated by PCR using the 1.0 kb reporter construct as
template and oligos M5/M6 (from —255 to +76 nt), M7/M8 (from
—42 to +413 nt) and M9/M10 (from —5 to +282 nt). All primer
sequences are listed in Supplementary material. To generate
mutations in the four most proximal E boxes, we used the

0.6-kb reporter construct and the QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) according to the manufacturer’s
instructions. The Renilla luciferase reporter plasmid pGL4.74
(Promega) was used as transfection control in all luciferase assays.

The mouse Neurog3 (Lynn et al., 2008) coding sequence was
inserted into the pBAT12 vector. The mouse E47 cDNA was
amplified from 3T3 fibroblastic cells using primers 5-GCGAAT
TCGGATG ATGAACCAGTCTCAGA-3' and 5'-TAATCCGCGGGTT
GTGGGCCTCAC C-3' and cloned into pBAT12. Expression vectors
encoding mouse NeuroD1 (pBAT12-NeuroD1) and rat Mash1
(pBAT11-Mash1) were kindly provided by M.S. German (Univer-
sity of California, San Francisco). The expression vector encoding
Ptf1a was kindly provided by A. Skoudy (IMIM, Barcelona, Spain).

2.2. Cell culture and adenoviral infection

Cell lines were grown in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-
4.5 g/L glucose (Sigma-Aldrich) plus antibiotics. Medium for
mPAC L20, «TC1.6 and BTC3 cell lines was supplemented with
10% fetal bovine serum; medium for 266-6 cells was supplemen-
ted with 14% fetal calf serum, 0.0005% p-mercaptoethanol and
2 mM i-glutamine.

For adenoviral infection experiments, 2 x 10° mPAC cells were
seeded onto 10cm dishes and incubated 24 h later with adeno-
viruses at a multiplicity of infection (moi) of 40 for 2 h at 37 °C in
culture medium. Then, virus-containing media was replaced and
cells were cultured for an additional 42-46 h period. Production
of recombinant adenoviruses encoding different bHLH factors and
B-galactosidase was previously described (Gasa et al., 2004).

2.3. RNA isolation and RT-PCR

Total RNA was prepared from cell lines, isolated adult mouse
islets or embryonic mouse tissues using the RNeasy kit (Qiagen).
RNA samples were treated with DNase to remove contaminating
genomic DNA. First-strand cDNA was prepared using 2 pg of total
RNA, Superscript III enzyme (Invitrogen) and random hexamer
primers (Invitrogen) in a total volume of 20 pl. Reverse transcrip-
tion reaction was carried for 90 min at 50 °C and an additional
10 min at 55 °C. For conventional RT-PCR, 1/20 of the transcribed
cDNA was used as template and PCR regime included a 3 min
initial denaturalization step at 95 °C followed by 33 cycles for
Math6, Neurog3 and E47 and 24 cycles for ActB of 95 °C for 305,
56-60 °C for 30 s and 72 °C for 30 s and final extension at 72 °C
for 5min. For quantification by real time PCR, 1/50 of the
transcribed cDNA was used as a template. Real time PCR was
performed on an ABI Prism 7900 sequence detection system using
SybrGreen reagents (Applied Biosystems). PCR primer sequences
are provided in Supplementary material.

2.4. Transient transfections and luciferase assays

Cells were plated onto 24-well culture tissue plates one day
before transfection. Transient transfections were performed using
Transfast from Promega (mPAC, BTC3, 266) or Metafectene from
Biontex (oTC1.6) according to the manufacturer’s instructions.
The amount of DNA used per well was 500 ng of firefly luciferase
reporter vector, 10 ng of pGL4.74 and 50 ng of any co-transfected
transcription factor cDNA unless otherwise indicated. Cells were
harvested 48 h after transfection and luciferase activity was
analyzed using the Dual-Luciferase Reporter Assay System
(Promega) and a microplate luminometer (Veritas). Luciferase
readings were normalized to activities of the internal control
vector pGL4.74. All transfections were performed in duplicate on
at least 3 occasions.
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2.5. Electromobility shift assays

Double-stranded oligonucleotides were 5-end labeled using
(y-32P) ATP and T4 polynucleotide kinase (Promega) following
manufacturer’s instructions. Radiolabeled probes were purified
from unincorporated nucleotides using ProbeQuant G-50 micro-
columns (GE Healthcare). The E47 and Neurog3 proteins used in
gel shift assay were synthesized from plasmids pCMV-TNT-
HA.E47 and pCMV-TNT-FLAG.Neurog3 (Lynn et al., 2008) using
the TNT coupled transcription-translation kit (Promega). Prior to
gel shift assays, proteins were analyzed by western blot analysis
using anti-HA and anti-FLAG antibodies (Sigma) to ensure proper
synthesis. Binding reactions were conducted in a buffer composed
of 10 mM Tris-HCl (pH7.5), 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT,
5% glycerol, 0.1 mg/ml bovine serum albumin, 1 pg of poly(dI-dC)
(Amersham) and 50,000 cpm of radiolabelled probe. Protein-DNA
complexes were incubated at room temperature for 20 min and
then resolved on a non-denaturing 5% PAGE gel. In some reactions,
proteins were pre-incubated with 50-fold molar excess of unlabeled
oligonucleotide probes. Oligonucleotide probe sequences are listed
in Supplementary material.

2.6. Chromatin IP assays

mPAC cells, «TC1.6 cells and embryonic tissues were fixed in
1% formaldehyde for 10 min. Cross-linking was quenched by
addition of 0.125 mM glycine. Cell pellets and tissues were lysed
in SDS-containing lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH8.1, 10 mM
EDTA, 1% SDS). Chromatin was then sheared by sonication,
cleared by centrifugation and diluted 1:10 in buffer containing
0.01% SDS, 1.1% Triton X-100, 1.2 mM EDTA, 16.7 mM Tris-HCl
pH8.1, 16.7 mM NaCl. Antibody binding was carried overnight at
4°C using 3 pg of anti-dimethylated or trimethylated lysine
4 histone 3 and anti-trimethylated lysine 27 histone 3 antibodies
(Millipore) or normal rabbit IgG as control (Sigma). Antibody-
bound complexes were coupled for 15 min to protein G-magnetic
beads (Millipore) and washed. Bound material was then eluted
from the beads in 50 mM NaHCOs containing 1% SDS; cross-
linking was reversed by incubation at 67 °C for 6-12 h; and DNA
was precipitated in ethanol. DNA pellets were then resuspended
in TE and treated with proteinase K (0.4 pg/pl) for 2 h each at
55 °C. DNA was then purified using Qiaquik columns (Qiagen) and
eluted in water. Immunoprecipitated DNA was assayed by real
time PCR to test for the precipitation of specific promoter
fragments with primers listed in Supplementary material. Real
time PCR was performed on a LightCycler 480 detection system
(Roche) using GoTaq®™ Green Master Mix (Promega). Percentage
input enrichment was calculated as follows:

2—(Cp antibody—Cp input)_z—(Cp 1gG-Cp input)A

2.7. Statistical analysis
Data are presented as mean+ standard error of the mean

(SEM). Statistical significance was tested using Student’s t-test
for independent samples and indicated in the figure legends.

3. Results
3.1. Endogenous expression of Math6 mRNA in pancreatic cell lines
Math6 mRNA is highly expressed in the developing pancreas

but its expression decays in the postnatal organ (Lynn et al,
2008). Thus, prior to characterizing Math6 promoter sequences,

we studied endogenous Math6 gene expression in pancreas-
derived endocrine, exocrine and ductal cell lines. We found that
Math6 mRNA was detectable in all cells tested, albeit with
significant differences in relative expression levels as measured
by real time PCR (Fig. 1A). Glucagonoma (oTC1.6) exhibited the
highest Math6 mRNA levels among all the cell lines examined.
Conversely, ductal mPAC cells exhibited low, yet detectable,
Math6 expression that was similar to that found in adult islets.
Finally, insulinoma (BTC3) and exocrine (266-6) cells expressed
considerable amounts of Math6 mRNA that were intermediate
between mPAC and oTC1.6 cells.

3.2. Characterization of the promoter activity of 5'-flanking non-
coding regions of the Math6 gene in pancreatic cell lines

To locate potentially important regulatory regions of the
Math6 gene, we analyzed the degree of conservation between
10 kb of genomic upstream sequence of the mouse Math6 and its
human ortholog HATH6 genes using the mVista algorithm (Frazer
et al., 2004). This analysis revealed two highly conserved regions:
a proximal fragment extending up to ~0,6-kb upstream from the
translation start site (82% conservation) and a more distal region
located between —6.7 and —6.2 kb from the initial ATG codon
(77% conservation) (Fig. 1B).

We next constructed a series of progressive 5 deletions of a
7.7-kb genomic fragment extending to the Math6 initial ATG,
fused them to the firefly luciferase gene and transiently trans-
fected them in the same pancreatic cell lines as above. Maximum
reporter activities were low to moderate ranging from 2-fold in
mPAC cells to 5-10-fold in the other cell lines (as compared to
the promoter-less vector, Fig. 1C). These assays revealed that
sequences important for in vitro basal promoter activity reside
within ~1.0-kb upstream from the Math6 coding sequence. In
addition, because deletion from 0.6- to 0.3-kb resulted in impor-
tant loss of transcriptional activity in all cell lines, it was inferred
that sequences between 0.3- and 0.6-kb upstream of the initial
ATG codon were essential for Math6 core promoter activity.
Because these sequences coincide with the conserved proximal
fragment described above, these findings further reinforce the
relevance of this region in the regulation of the Math6 gene.

Sequence analysis of the proximal region identified a non-
canonical TATA box at nucleotides (nt) 438 to 443 upstream from
the translation initiation codon, which predicts a 5'-untranslated
region (5-UTR) for the Math6 mRNA of 413 nt in length
(Supplementary Fig. S1A). In vivo expression of this long UTR
was verified in o«TC1.6 and embryonic day (E) 15.5 pancreas by
conventional RT-PCR (Supplementary Fig. S1B). Likewise, an
extended 5-UTR has been recently described for the chicken
ortholog Cath6 gene (Kubo and Nakagawa, 2010). In addition to
its length and sequence conservation, the Math6 5-UTR is very
GC-rich (72%) and highly structured (Supplementary Fig. S1C).
Altogether, these features suggest that the 5-UTR is a potential
regulatory region of the Math6 gene.

3.3. Identification of the Math6 sequences responsive to Neurog3

In a previous study, we had proposed that Neurog3 would be
the upstream activator of Math6 in endocrine progenitors (Lynn
et al., 2008). Because regulation of the HATH6 gene by Neurog3
was also observed in human cells, we suspected that the con-
served Math6 proximal region might be implicated in this
regulation. In line with this possibility, the proximal region
contains four putative E boxes (designated from E1 to E4, from
proximal to distal), all of which are conserved among different
mammalian genes (Supplementary Figs. S1A and S2).
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Fig. 1. Endogenous Math6 expression and Math6 promoter activity in pancreatic cell lines. (A) Representative image of an ethidium bromide-stained agarose gel showing
presence of endogenous Math6 mRNA in all the indicated pancreatic cell lines by conventional RT-PCR using 32 cycles of amplification. Beta-actin (Actb) is included as an
internal control (left). Relative quantification of Math6 mRNA levels by real time PCR in adult mouse pancreatic islets and pancreas-derived cell lines (right). Data are
expressed relative to glucuronidase (Gus) gene expression, used as a normalization control. Results are expressed as mean + SEM for 3-4 independent RNA isolations.
*p < 0.05 and ***p < 0.001 versus islet. (B) Comparative sequence analysis across species. The mVISTA algorithm was used to align 10 kb of the human HATH6 5’-flanking
sequences to the mouse Math6 orthologue. (C) Promoter fragments containing sequences extending from the indicated 5’-end to the translation start site of the mouse
Math6 gene were ligated upstream of the firefly luciferase gene and transiently co-transfected with a thymidine kinase promoter-driven Renilla luciferase reporter plasmid
(pGL4.74) into the indicated pancreatic cell lines. Reporter gene activity is expressed relative to the activity of the promoter-less parental vector pFOXLuc (set at 1) in the
same cell type. All data are presented as the mean + SEM 3-5 independent experiments. For each cell line, luciferase activities of all constructs except 0.3-kb were

significantly different from the promoter-less vector (p < 0.05).

We began by isolating the minimal promoter capable of
responding to Neurog3. Since Neurog3 expression is marginal or
absent in pancreatic cell lines (Fig. 2A and data not shown), we
co-transfected a vector encoding mouse Neurog3 with several
Math6 luciferase reporter plasmids (from 0.3- to 1.7-kb) in low
Math6-expressing (mPAC) and high Math6-expressing (o«TC1.6)
cells. Introduction of exogenous Neurog3 increased the reporter
activities of all but the 0.3-kb and the promoter-less constructs in
both cell types, suggesting that the proximal 0.6-kb fragment
retains most of the capacity for Neurog3 activation (Fig. 2B).

The 0.6-kb construct contains the 5-UTR (including E boxes
E1, E2 and E3) in addition to 0.2-kb of upstream untranscribed
sequence (including E box E4). Deletion of the 5-UTR region in
the 0.6-kb reporter construct yielded a vector unresponsive to
Neurog3 (Fig. 2B). Moreover, when fused in front of the TK
promoter from the herpes simplex virus (HSV-TK), the 5'-UTR of
the Math6 mRNA conferred responsiveness to Neurog3 to the

resulting reporter vector (Fig. 2C). Altogether, these data confirm
that the 5'-UTR of Math6, which contains E boxes E1, E2 and E3,
mediates regulation by Neurog3 of the Math6 gene.

To further determine the relative functional relevance of
individual E boxes, we performed site-directed mutagenesis of
all the E-box elements, individually or in various combinations,
from the 0.6-kb reporter construct. Mutation of E3 resulted in the
attenuation of the activation of Math6 promoter sequences by
Neurog3, whereas mutations of E1, E2 or E4 had no significant
effect on the response to this bHLH factor (Fig. 3A). Furthermore,
combinations of mutations in these E boxes rendered a non-
responsive reporter vector only when E3 was mutated.

Finally, to confirm the physical interaction between Neurog3
and the E box E3, we conducted EMSA assays using in
vitro translated proteins. Neurog3 and its dimer partner E47,
individually or in combination, were incubated with radiolabelled
probes for E2, E3 or E4 and, as a positive control, a probe for the
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Fig. 2. Identification of the Neurog3 responsive sequences at the Math6 gene. (A) Endogenous mRNA levels for Neurog3 and its dimer partner E47 in oTC1.6, mPAC and E15.5
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expression vector encoding Neurog3 (gray bars) or an empty expression vector (empty bars) as control. Luciferase activities are expressed relative to the activity in cells
co-transfected with the parental promoter-less reporter vector (backbone) and the empty expression vector (no cDNA), which is set at 1. Data are presented as the
mean + SEM 4-5 independent experiments. (C) A fragment of the Math6 5'-UTR (from —5 to +282) was ligated in front of the HSV-TK promoter in the luciferase reporter
vector pFOXlucTK. aTC1.6 cells were transiently transfected with this vector or the parental pFOXlucTK and a Neurog3-encoding expression vector or an empty vector as in
A. Data shown represent the fold-activation relative to the activity of the parental reporter vector and the empty expression vector (set at 1) and are expressed as
mean + SEM from 3 independent transfections. *p < 0.05 Neurog3 versus no cDNA.
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Fig. 3. Identification of the E box mediating the response to Neurog3. (A) Mutational analysis of the four proximal E boxes in the Math6 promoter in the presence of Neurog3.
All constructs were derived from the 0.6-kb Math6 luciferase reporter construct used in previous experiments. Each reporter vector was co-transfected with Neurog3 or an
empty expression vector in oTC1.6 cells. The activation of each construct by Neurog3 is represented as fold-activation (mean + SEM) from 4 transfection experiments.
*p <0.05 and **p < 0.01 versus activity of the construct transfected with the empty expression vector. (B) In vitro generated Neurog3 or E47 were tested for binding,
individually or in combination, to double-stranded 3?P-labeled oligonucleotides containing the E2, E3 or E4 E boxes of the Math6 promoter or the E box from the NeuroD1
promoter, as described in Section 2. Negative controls included binding assays with no protein or in vitro generated luciferase protein. Arrows indicate retarded bands
corresponding to E47 homodimers (slower migrating band) and asterisks indicate E47/Neurog3 heterodimers (faster migrating band). These complexes were not observed
when binding assays included a 50-fold excess of unlabeled probe.

Neurog3-binding E box of the NeuroD1 promoter (nucleotides
from — 224 to —254) (40). Incubation with E47 alone generated a
single binding complex (corresponding to the E47 homodimer)
with E3, E4 and the NeuroD1-E box, while incubation with

Neurog3 alone generated no complex in any case (Fig. 3B). On
the other hand, co-incubation of Neurog3 and E47 with either E3
or NeuroD1-E box, but not E4, generated two complexes: a faster-
migrating E47/Neurog3 heterodimer and the previously described
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slower migrating E47 homodimer (Fig. 3B). No binding to the E2
probe was observed with either E47 or Neurog3 alone or combined.

Altogether, the results from the reporter assays and EMSA
demonstrate that the E-box E3 located in the 5-UTR is the
binding site for Neurog3 at the Math6 gene. These data is in
accordance with our previous ChIP results where we showed that
Neurog3 immunoprecipitated DNA fragments proximal to the
Math6 initial ATG codon (Lynn et al., 2008).

3.4. The methylation status of histone 3 at Math6 proximal
sequences determines Math6 gene expression levels in
pancreatic cell lines

Comparison of mRNA data (Fig. 1A) and luciferase reporter
assays (Fig. 1C) revealed a poor quantitative correlation between
endogenous Math6 expression and in vitro Math6 promoter
activity in pancreatic cell lines. This was particularly obvious for
oTC1.6 cells which, despite having the highest Math6 expression
of all the surveyed cells, exhibited Math6 reporter activities that
were only slightly higher than the lowest Math6-expressing cells
mPAC (2.5-fold). In view of these data, we reasoned that Math6
gene expression might be largely controlled by additional post-
transcriptional and/or epigenetic mechanisms.

The Math6 gene overlaps a 1.9-kb CpG island that extends
from 0.7-kb upstream of the ATG codon into the first intron
(Supplementary Fig. S3). Because CpG-rich promoters appear to
be to a large extent regulated by epigenetic mechanisms (Carninci
et al., 2006), we asked whether Math6 expression might be
influenced by the chromatin status. Among the plethora of
chromatin modifications described to this date, di and trimethy-
lation of H3K4 (H3K4me2 and H3K4me3), which associate with
active chromatin, and trimethylation of H3K27 (H3K27me3),
which correlates with repressed chromatin, have been shown to
be highly relevant for determining activity of CpG-rich promoters
of developmentally regulated genes (Bernstein et al., 2005, 2006;
Mikkelsen et al., 2007; Ruthenburg et al., 2007). Therefore, we
compared these histone modifications at the Math6 gene in
oTC1.6 and mPAC cells. As shown in Fig. 4A, in oTC1.6 cells, the
Math6 promoter was highly enriched for H3K4me2/me3 and
devoid of repressive H3K27me3, in concordance with the high
levels of Math6 transcription seen in these cells. Indeed, Math6
displayed a histone methylation profile comparable to that of the
highly active genes beta actin (Actb) and NeuroD1, but opposite to
the muscle-specific MyoD gene, which is inactive in pancreatic
cells.

On the other hand, in mPAC cells, Math6 was highly enriched
in repressive H3K27me3 marks with levels comparable to those
found at the NeuroD1 and MyoD genes, both of which are silent in
duct cells (Gasa et al., 2004) (Fig. 4B). However, in contrast to
these genes, Math6 was also enriched for active H3K4me2/me3
marks (Fig. 4B). Therefore, the Math6 promoter is found doubly
marked with H3K4me2/me3 and H3K27me3 in mPAC cells.
Co-localization of these antagonistic chromatin modifications
was first described at the GC-rich promoters of poorly transcribed
developmental regulators in embryonic stem (ES) cells and
referred to as ‘bivalent’ domains (Azuara et al., 2006; Bernstein
et al., 2005; Mikkelsen et al., 2007). Thus, similarly, concurrent
occupation of the Math6 promoter by active (H3K4) and repres-
sive (H3K27) histone methylation marks correlate with low
Math6 expression in mPAC cells.

3.5. Neurog3 triggers the modification of H3K4/H3K27 methylation
at the Math6 gene

Given the observed correlation between the H3K4/H3K27
methylation profile and Math6 transcription rates, we sought to
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Fig. 4. Characterization of the H3K4 and H3K27 methylation status of the Math6 gene
in pancreatic cell lines. Chromatin from oTC1.6 (A) or mPAC (B) cells was
immunoprecipitated with di-methylated H3K4 (H3K4me2), tri-methylated H3K4
(H3K4me3) and tri-methylated H3K27 (H3K27me3) specific antibodies and
associated DNA was analyzed by real time PCR using primers from within 1.0-kb
from the TSS of the Math6, NeuroD1, Beta actin and MyoD genes. Percentage-
enrichment relative to input was calculated as described in Section 2. Data represent
mean + SEM from 3 independent chromatin preparations. *p < 0.05 and **p < 0.01
versus MyoD.

evaluate whether Neurog3-dependent activation of the Math6
gene was connected to the establishment of an active histone
methylation code at the Math6 locus.

To address this issue, we ectopically expressed Neurog3 in
mPAC cells, which results in the activation of endogenous Math6
gene expression as well as the induction of a significant number
of silenced endocrine differentiation markers (Fig. 5C) (Gasa et al.,
2004). We found that Neurog3 triggered an extensive removal of
repressive H3K27me3 marks across the Math6 gene from regions
far upstream from the Neurog3 binding site onto the Math6
transcriptional unit (Fig. 5A). Concomitantly, Neurog3 caused a
more moderate and localized increase in activating H3K4me3
marks at the proximal promoter and coding sequence regions of
the gene (Fig. 5A). In contrast, H3K4me2 enrichment remained
unaffected, in agreement with the notion that this modification
best correlates with transcription-permissive chromatin rather
than transcription rates (Santos-Rosa et al., 2002). Therefore, as a
result of the changes triggered by Neurog3, Math6 resolved from a
bivalent to a monovalent state enriched mostly with H3K4me2/
me3, which nicely correlates with activation of Math6 expression.
Thus, these data uncover the ability of Neurog3 to induce
epigenetic remodeling at the Math6 locus.

To establish the specificity of the Neurog3 epigenetic effects,
we monitored histone methylation at the proximal promoters of
the non-target genes ActB (active) and MyoD (silenced). We found
that Neurog3 did not significantly modify either H3K4me3 or
H3K27me3 at these genes, thus discarding global non-selective
effects on these histone methylation marks (Fig. 5B).
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Fig. 5. Neurog3 modifies H3K4 and H3K27 methylation patterns at the Math6 gene. mPAC cells were treated with recombinant adenoviruses expressing B-galactosidase or
Neurog3 as indicated (A,B) chromatin was prepared 44-46 h after infection and immunoprecipitation was carried out using specific antibodies for dimethylated H3K4
(me2), trimethylated H3K4 (me3) and trimethylated H3K27 as depicted. Associated DNA was analyzed by real time PCR using primers that amplified the indicated
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B-galactosidase set at 1. Data represent mean + SEM from 4 independent over-expression experiments.

Start Site.

Next, to determine the extent of Neurog3-mediated changes in
histone methylation, we investigated the methyl profile of the
known Neurog3 targets Pax4 and Insm1. Correlating with induc-
tion of their expression from undetectable levels (Fig. 5C), we
observed that Neurog3 altered H3K4 and H3K27 methyl profiles

*p <0.05; **p <0.01, Neurog3 versus Bgal. TSS: Transcription

at genomic sites near the reported Neurog3 recognition motifs on
these genes (Smith et al., 2003; Breslin et al., 2007), further
confirming the specificity of Neurog3-promoted chromatin remo-
deling. The studied Pax4 region, which located at —2 kb from the
Pax4 TSS and was devoid of H3K4me2/me3 but enriched with
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H3K27me3, became marked with H3K4me2 de novo and depleted
of H3K27me3 in response to Neurog3 (Fig. 5B). The selective
enrichment with H3K4me2 and not H3K4me3 agrees with pre-
vious reports showing that genomic sites located far from gene
starts exhibit mainly dimethylation (Bernstein et al., 2005). On
the other hand, Insm1 was dually marked with methylated H3K4/
H3K27 in control cells and resolved, like Math6, to methylated
H3K4 upon expression of Neurog3. Yet, in this case, this occurred
by selective removal of H3K27me3 marks without detectable
changes in H3K4me3/me3 levels (Fig. 5B).

Taken together, our results suggest that changes in the histone
methylation code, particularly removal of H3K27me3 repressive
marks, are involved in transcriptional activation events regulated
by Neurog3. Future studies should aim to establish how this
Neurog3-dependent chromatin remodeling activity contributes to
the functional competency of this key transcription factor during
endocrine cell differentiation.

3.6. Lineage-specific bHLH regulators induce removal of H3K27me3
marks at the Math6 gene

Apart from Neurog3, several tissue-specific bHLH factors, includ-
ing NeuroD1 (neuroendocrine), Mash1 (neuronal) and Ptfla (exo-
crine), can induce Math6 expression in vitro (Lynn et al., 2008). Here
we asked whether these transcriptional regulators used mechan-
isms similar to Neurog3 to activate the Math6 gene. Firstly, we
performed luciferase reporter assays and found that all of them
trans-activated the 0.6-kb Math6 promoter construct. Secondly, we
investigated whether they triggered changes in the H3K27 methy-
lation state. As depicted in Fig. 6B, we found that they all induced
the removal of this mark at the Math6 proximal sequences. There-
fore, it appears that these bHLH regulators can indiscriminately use
the cis-acting region and alike epigenetic mechanisms to induce
transcriptional activation of the Math6 gene. Given the ubiquitous
expression pattern of Math6, our observations underscore the
possibility that different tissue-specific bHLH regulators might
utilize similar strategies to modulate Math6 expression in different
cellular contexts. It should be noted that the observed shared ability
of Neurog3 and Ptf1a to remove H3K27me3 marks fits nicely with
the in vivo observation that Math6 is occupied mainly by H3K4me2/
me3 in the E15.5 embryonic pancreas (see below), a stage at which
endocrine and exocrine differentiation programs driven by these
two bHLH transcription factors are vigorously active (Gittes, 2009).

3.7. The H3K4/H3K27 methylation status of the Math6 proximal
promoter correlates with Math6 mRNA levels in vivo

Lastly, to establish the significance of the preceding in vitro
findings in the regulation of Math6 expression patterns in vivo,
we studied H3K4 and H3K27 methylation profiles at the Math6
locus in various embryonic tissues, including the pancreas,
which express Math6 at different rates (Fig. 7A). We found that
H3K4me2 and H3K4me3 were present at the Math6 gene in both
high Math6-expressing tissues (pancreas and brain) and, albeit
more weakly, in low Math6-expressing liver. Conversely, Math6
was devoid of H3K27me3 in pancreas and brain, while this mark
was largely deposited across the Math6 locus in liver (Fig. 7B).

We also checked whether modulation of H3K4 and H3K27
methylation patterns correlated with the down-regulation of
Math6 expression in differentiated endocrine cells. As shown in
Fig. 7B, low Math6 expression rates in adult pancreatic islets
associated with the presence of dual H3K4me3/H3K27me3 marks
as we had previously observed in mPAC cells. Interestingly, apart
from acquisition of repressive H3K27me3 marks, pancreatic islets
differed from the fetal pancreas in the distribution of the activa-
tion-related H3K4me3 mark across the Math6 gene. In this regard,
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Fig. 6. Regulation of the Math6 gene by various tissue-specific bHLH factors.
(A) oTC1.6 cells were co-transfected with the indicated Math6 reporter vectors
and expression plasmids containing the CMV promoter driving expression of
either no cDNA (control) or cDNAs encoding the bHLH proteins indicated.
Luciferase activities are expressed relative to the activity of the promoter-less
luciferase vector co-transfected with the expression plasmid containing no cDNA.
Results are expressed as mean + SEM from 3 independent experiments performed
in duplicate. *p<0.05; **p<0.01 different bHLH factors versus no cDNA.
(B) Chromatin was prepared from mPAC cells treated with recombinant adeno-
viruses encoding the indicated bHLH factors or B-galactosidase as control, and
immunoprecipitation was carried out using a specific antibody for trimethylated
H3K27. Associated DNA was analyzed by real time PCR using primers that
amplified the proximal promoters of the Math6, Actb and MyoD genes as depicted
in Fig. 5. Fold-enrichment relative to input was calculated as described in Section 2
and results are expressed relative to enrichment at the MyoD promoter in the
same chromatin (set at 1). Data represent mean + SEM from 2-3 independent
over-expression experiments.

we observed that H3K4me3 levels were similarly enriched at the
proximal promoter and coding sequence in islets, whereas this
modification peaked ( >8-fold) at transcribed sequences in the
fetal pancreas (Fig. 3B), in agreement with prominent enrichment
for H3K4me3 downstream of the TSS of active genes (Bernstein
etal, 2006; Li et al., 2007). The high intensity of H3K4me2/3 marks
at transcription units of genes has been linked to events related to
the progression of RNA polymerase II after promoter clearance
(Li et al., 2007; Pray-Grant et al., 2005; Santos-Rosa et al., 2002).
Thus, the specific loss of H3K4me3 at the Math6 coding sequence in
islets relative to the embryonic pancreas may reflect decreased
transcriptional elongation rates, thereby contributing - in addition
to weaker promoter activity - to low Math6 transcript abundance
in this tissue. Altogether, these data confirm that H3K4 and H3K27
methyl profiles discriminate between low and high Math6 tran-
scriptional states in vivo and support the notion that bHLH-
dependent modulation of these modifications is relevant for the
regulation of Math6 expression during development.

4. Discussion

This work represents the first analysis of Math6 gene promoter
sequences available in the literature and provides the framework
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for future experiments on the regulation of this developmental
transcription factor. We show that the Math6 promoter is con-
trolled by epigenetic mechanisms involving at least two histone
modifications, H3K4 and H3K27 methylation, which determine
not only basal expression rates but are also involved in the
regulation of the Math6 gene by lineage-specific bHLH factors.
Previous in vivo and in vitro data indicated that Math6 lies
downstream of Neurog3 in endocrine pancreas development. In
the present study, we have identified one specific E box that
functions as the Neurog3 recognition site and is essential for
trans-activation of the Math6 gene by Neurog3 in pancreatic cells,
thus proving that the Math6 gene is a genuine target of Neurog3.
Our results draw attention to the 5'-UTR of the Math6 mRNA as an
important regulatory region of the Math6 gene. In most vertebrate
mRNAs, the 5-UTR is 10-200 nt long, unstructured and not very
GC-rich (60%). In contrast, the 5'-UTR of Math6 (413 nt and 72%
GC content) belongs to the less common class of long and GC-rich
5-UTRs found in 10% of vertebrate genes, most of which code
for regulatory proteins. Whilst it has been long accepted that
extended and highly structured 5-UTRs participate in post-
transcriptional regulation of gene expression (Mignone et al.,
2002; Wilkie et al., 2003), more recently they have emerged as
important sites controlling transcriptional activity of their respec-
tive genes. Our present data on the involvement of the 5’-UTR in
mediating the activation of the Math6 gene in response to
Neurog3 represents an example of this transcriptional role, which

has been described for other genes as well (Gilley et al., 2003;
Sandri et al., 2004; Tanaka et al., 2001).

This study uncovers an important role for epigenetic mechan-
isms in determining Math6 gene activation rates. We find that
promoter reporter activities in transient transfection assays
reflect poorly Math6 gene expression levels in pancreas-derived
cell lines. On the contrary, Math6 expression closely correlates
with enrichment for H3K4/H3K27 methylation marks at the
Math6 locus. These results underscore the relevance of epigenetic
events in controlling Math6 expression and are in agreement with
previous suggestions that this may be a widespread trait in the
regulation of CpG-rich promoters (Carninci et al., 2006). We show
that low Math6 expression in islets and duct cells correlates with
bivalent chromatin enriched for opposite H3K4me3 and
H3K27me3 marks, a feature originally associated with GC-rich
promoters of developmental transcription factors in stem cells. In
these cells, bivalent domains are thought to maintain genes
partially repressed but poised for rapid activation upon specific
developmental cues (Azuara et al., 2006; Bernstein et al., 2005;
Mikkelsen et al., 2007). However, consistent with our findings,
bivalent domains have also been found in cells with more
restricted potency and in terminally differentiated cells (Mohn
et al,, 2008; Pan et al., 2007). Thus, whether Math6 bivalency
serves similar regulatory purposes in differentiated endocrine and
ductal cells is an interesting idea. Alternatively, bivalent states
may simply be the consequence of a GC-rich sequence which
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favors, in the absence of specific strong activating signals, the
co-occurrence of K4 and K27 methylation, as recently speculated
(Mohn et al., 2008). Elucidation of the precise biological functions
of Math6 should provide valuable information that may help
clarify whether bivalency at the Math6 promoter in certain
differentiated cell types is relevant for the regulation of Mathé.

During cellular differentiation the bivalent imprint wanes
and, at individual genes, either H3K27me3 or H3K4me3 remains
thus leading to tissue-specific patterns of gene expression. Data
mining of three published genome-wide data sets revealed that
Math6 is among the group of genes displaying dual H3K4/H3K27
methylation marks in ES cells (Mikkelsen et al., 2007; Pan et al.,
2007; Zhao et al., 2007). Here we report that during pancreatic
differentiation, correlating with induction of its expression, the
Math6 gene exhibits an H3K4me2/me3-only state. Likewise,
Math6 resolves to an H3K4 monovalent status upon neuronal
differentiation in ES cells (Mikkelsen et al., 2007). Intriguingly, the
active H3K4me2/me3 state is transient and Math6 regains a
bivalent status upon terminal differentiation both in endocrine
and in acinar cells (data not shown), in correlation with the broad
down-regulation of Math6 expression observed in the adult
pancreas. Therefore, from these data, it is deduced that bivalent
domains may be dynamically regulated during differentiation
programs and that repressive H3K27me3 marks may be re-
deposited at certain loci, probably when expression of the
associated gene is no longer required.

An important question that remains poorly understood is
which are the developmental signals that trigger these changes
in the H3K4/H3K27 methyl code. On the basis of our results on
the Math6 gene, we propose that bHLH factors that function as
cell fate determinants in the pancreas and brain may instruct the
resolution of target bivalent domains during their respective
differentiation programs. The fact that H3K4me3/H3K27me3
dually marked genes are poorly expressed suggests that the
repressive H3K27me3 marks are dominant over the activating
effects of H3K4me3 when both marks are present (Barski et al.,
2007). H3K27me3 marks are transmitted from one cell generation
to the next to maintain specific gene expression programs
(Hansen et al., 2008), thus these marks need to be eliminated in
order to allow expression of developmentally regulated genes. We
demonstrate that expression of a lineage-specific bHLH factor is
sufficient to trigger the removal of H3K27me3 marks at specific
loci in vitro, thus suggesting that these proteins could act as
instructors of these epigenetic changes during development.
Interestingly, a recent study has described the selective loss of
bivalent and H3K27me3-repressed chromatin in a set of neural
developmental genes in endocrine progenitors during pancreatic
development (van Arensbergen et al., 2010). Given that Neuro-
genins regulate cell fate decisions both in endocrine and neural
development, it is enticing to propose that Neurog3 could be the
determining activator in these events.

These data reveal a previously unappreciated link between
Neurog3 and histone methylation and, in consequence, with
Polycomb and Trithorax group proteins that warrants further
investigations (Ringrose and Paro, 2004; Schuettengruber et al.,
2007). Moreover, on account of the prevailing role assigned to
H3K27me3 marks in the developmental potential of progenitor
cells, our findings on the specific Neurog3-dependent removal of
this modification (not only on the Math6 gene but also at other
target genes) indicate that this function of Neurog3 may be
central in cell fate decisions imposed by this regulator. However,
we have also observed that induction of the NeuroD1 gene by
Neurog3 is not accompanied by substantial changes in H3K27me3
levels at this gene (data not shown), suggesting the existence
of gene-specific mechanisms whereby Neurog3 regulates trans-
cription. Intriguingly, NeuroD1 induction is delayed as compared

to other Neurog3 targets (Gasa et al, 2004), which raises the point
as to whether differences in temporal patterns of transcriptional
activation may reflect distinct underlying epigenetic events, or
vice versa. Future studies should focus on establishing the
genome-broad impact of Neurog3-dependent epigenetic events
as well as on identifying the epigenetic modifiers and other
co-regulators that collaborate with Neurog3 in these tasks.
Hopefully, a greater comprehension of Neurog3 function will
enable further optimization of the development of cell-based
therapies for treatment of diabetes.

In conclusion, the available in vivo and in vitro data point to an
important role of Math6 in tissue differentiation and organismal
development. Here, we have characterized for the first time the
proximal 5 flanking sequences of the mouse Math6 gene and
identified the cis-regulatory elements and a potential molecular
mechanism involved in its activation by the pro-endocrine factor
Neurog3. Additionally, this analysis evidences that the control of
Math6 expression is complex and may be subject to different layers
of regulation at the transcriptional, post-transcriptional and epige-
netic level, thus reinforcing a prominent role for this factor during
development. These data further our knowledge of the molecular
mechanisms that regulate expression of this little-known bHLH
transcription factor and he bHLH transcriptional cascade that
functions during endocrine cell development in the pancreas.
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