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Resumen

Estudio de la regulacion de la via canénica Wnt/B-catenina por la proteina Fry

La organizacion espacial y temporal de las moléculas dentro de una célula es esencial
para coordinar las diversas actividades celulares. En este contexto, las proteinas de andamiaje
juegan un papel central en el ensamblaje fisico de los componentes moleculares
involucrados. El gen FRY microtubule binding protein (fry) codifica una proteina de andamiaje
evolutivamente conservada llamada Fry. Las funciones de esta proteina estan relacionas con la
adquisicion de destino celular y morfogénesis en levaduras, invertebrados y vertebrados, y se la
ha asociado principalmente con la via Hippo no-canénica. Sin embargo, la identidad de las
proteinas con las que interactia y los mecanismos moleculares por los que ejerce sus
funciones permanecen elusivos. En este trabajo nos propusimos investigar la funcion de Fry en
relacion con la via de senalizacidon Wnt/B-catenina empleando la rana Xenopus laevis, un
modelo ideal para estudiar procesos conservados del desarrollo embrionario en vertebrados.

A partir de resultados previos del laboratorio, planteamos la hipétesis de que Fry
contribuye al establecimiento del plan corporal embrionario a través de la regulacion de la via
candénica Wnt/B-catenina. Empleando una combinacion de ensayos de microinyeccion,
ganancia de funcion (ARNm) y pérdida de funcion (oligonucleétidos antisentido morfolino),
establecimos que Fry es necesaria para la formacion de un eje embrionario secundario inducido
por activacion ectépica de la via Wnt-candnica. Ademas, mediante hibridacién in situ en
gastrulas, establecimos que Fry es requerida para la expresion de chordin, un gen marcador de
organizador dorsal. Empleando una variante de (-catenina carente de la region N-terminal,
requerida para su degradacion mediada por fosforilacién, mostramos que Fry sinergiza con la
sefializacion de la via Wnt candnica por un mecanismo independiente de esta region. Mediante
experimentos de microscopia confocal en explantes embrionarios establecimos que Fry
promueve la estabilidad y la acumulacién nuclear de B-catenina. En conjunto, los resultados
experimentales junto a nuestro analisis in silico de proteinas que interactian con FRY humana,
sugieren que esta proteina tendria una funcién como nexo en la senalizacioén de las vias Hippo

y Wnt/B-catenina.
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Microinyeccion — Explantes embrionarios — Hibridacion in situ — Xenopus laevis



Abstract

Study of the regulation of the canonical Wnt/B-catenin pathway by Fry protein

The spatial and temporal organization of molecules within a cell is essential for
coordinating diverse cellular activities. In this context, scaffold proteins play a central role in the
physical assembly of the involved molecular components. FRY microtubule binding protein (fry)
gene encodes a highly conserved scaffolding protein called Fry. This protein in linked to cell fate
acquisition and morphogenesis in yeasts, invertebrates, and vertebrates, and has been mainly
associated with the Hippo non-canonical pathway. However, its interacting proteins and
molecular mechanisms by which it exerts its functions remain elusive. In this work, we
investigated the function of Fry in relation to the Wnt/B-catenin signaling pathway, using the frog
Xenopus laevis, an ideal model for studying conserved embryonic developmental processes in
vertebrates.

Based on previous results from the laboratory, we hypothesized that Fry contributes to
the establishment of the embryonic body plan through regulating the canonical Wnt/B-catenin
pathway. Using a combination of gain-of-function (mMRNA) and loss-of-function (morpholino
antisense oligonucleotides) microinjection assays, we established that Fry is necessary for
secondary embryonic axis formation induced by ectopic canonical Wnt activation. Furthermore,
in situ hybridizations in gastrulae demonstrated that Fry is required for the expression of chordin,
a key dorsal organizer marker. Employing a B-catenin variant lacking the N-terminal region
required for phosphorylation-mediated degradation, we showed that Fry synergizes with
canonical Wnt signaling through a mechanism independent of this specific region. Confocal
microscopy in embryonic explants further established that Fry contributes to B-catenin stability
and nuclear accumulation. Taken together, these experimental results along with our in silico
analysis of human FRY interacting proteins, suggest that this scaffold acts as a signaling nexus

between the Hippo and Wnt/B3-catenin pathways.

Key words:
Embryonic development — Body axis patterning — FRY Microtubule Binding Protein —
Scaffold protein — Wnt/B-catenina pathway — Hippo pathway — Confocal microscopy —

Microinjection — Embryonic explants — In Situ Hybridization — Xenopus laevis
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Abreviaturas

* mas utilizadas, en orden alfabético

ARNm
chrd
CN

EA
EAA
FD

Fry
fry-MO
HIS
LDB
LZ
MBT
MO
Ndr1/Stk38
oD
St-MO
TAZ
YAP
ZMD

ARN mensajero

chordin

Centro de Nieuwkoop

Eje acortado

Eje acortado y tubo neural abierto

Dominio Furry

FRY microtubule binding protein

Oligonucledtido antisentido morfolino especifico para fry
Hibridacién in situ

Labio dorsal del blastoporo

Dominio leucine zipper (motivos leucine zipper y estructura coiled-coil)
Transicion materno-cigética

Oligonucledtido antisentido morfolino

Quinasa de la familia Nuclear Dbf2-related

Organizador dorsal

Oligonucledtido antisentido morfolino control (standard)
Transcriptional coactivator with PDZ-binding motif
Yes-associated protein

Zona marginal dorsal
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Nota al Lector

Se utilizé la nomenclatura propia de cada especie al referirse a ella en particular.
Por ejemplo:

e Xenopus laevis: gen y ARNm: fry y proteina: Fry.

e Humano: gen y ARNm: Fry y proteina: FRY.
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Introduccion

1.1 Establecimiento de la arquitectura corporal en vertebrados

El desarrollo de un organismo pluricelular constituye uno de los procesos mas notables
de la biologia. La arquitectura corporal se establece muy temprano en el desarrollo del embrién
y es el resultado de complejos programas genéticos que orquestan la determinacion de
destinos celulares, divisiones celulares y movimientos coordinados (Solnica-Krezel & Sepich,
2012). Este proceso se inicia cuando el embrion tiene una forma esférica y esta conformado por
un pequefio numero de células de morfologia similar (Barresi & Gilbert, 2019). El
establecimiento de este plan corporal requiere de eventos esenciales como la determinacién de
los ejes embrionarios (anteroposterior (AP), dorsoventral (DV) y derecha-izquierda (DI)) y la
especificacion de las tres capas germinales (ectodermo, endodermo y mesodermo) que daran
origen a los distintos 6rganos y tejidos. Durante la gastrulacion, las células precursoras de las
capas germinales se reorganizan espacialmente y se establece tanto la organizacién interna
como la forma externa del organismo en desarrollo. De este modo, el destino celular se define
en gran medida por las interacciones entre células vecinas (Leptin, 2005; Petersen, 2009).

Este principio se sustenta en el concepto de induccion, mediante el cual una célula
pluripotente y competente recibe sefales que la llevan a comprometerse con un destino celular
especifico. Una manifestacién de este fendbmeno es la presencia del llamado organizador, un
grupo de células que emite sefales esenciales que establecen identidades dorsales y
promueven la induccién neural (Robertis & Kuroda, 2004). Este organizador es funcionalmente
equivalente en distintos linajes, denominado “organizador de Spemann-Mangold” u
“organizador dorsal (OD)” en anfibios, “nodo de Hensen” en aves y mamiferos, y “escudo
embrionario” en teledsteos (De Robertis et al., 2000; Niehrs, 2004).

A pesar de las diferencias morfolégicas que presentas distintos grupos de vertebrados,
existe un alto grado de conservacién entre los programas genéticos y los mecanismos celulares
y moleculares que forman parte del desarrollo embrionario temprano (Keller et al., 2003; Leptin,
2005; Rohde & Heisenberg, 2007; Solnica-Krezel, 2005; Von Dassow & Davidson, 2007).
Debido a esto, el empleo de organismos modelo ha aportado conocimiento invaluable del

desarrollo en humanos y la etiologia de desordenes congénitos.

1.1.1 Xenopus laevis: sistema modelo en biologia del desarrollo

El estudio del desarrollo embrionario en anfibios ha sido fundamental para entender
como se establece la arquitectura corporal en los vertebrados (Azbazdar & De Robertis, 2024;
De Robertis, 2009; Grunz, 1999; Sato etal.,, 2023; Yan & Wang, 2021). La rana africana
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Xenopus laevis (X. laevis) es un modelo clasico en biologia del desarrollo de vertebrados y
ofrece una combinacion unica de ventajas experimentales. Entre ellas se destaca el facil
mantenimiento de los adultos en condiciones de laboratorio, la accesibilidad a los embriones y
la posibilidad de inducir la ovulacién de las hembras durante todo el afio mediante la inyeccion
de gonadotropina corionica humana (hCG). Cada pareja puede producir entre 300 y 1000
huevos de gran tamano (1-1,3 mm) (H. Sive et al., 2000). En comparacién con otros modelos
vertebrados, X. laevis presenta ademas la ventaja de tener un desarrollo embrionario rapido: el
ciclo desde la cigota hasta el renacuajo se completa en solo cuatro dias (Barresi & Gilbert,
2019; Faber, 1994) (Figura 1).

Cleavage Il Gastrulation

7h 9h 11h 12h
Organogenesis

40h

Figura 1: Desarrollo embrionario de X. laevis. Imadgenes de algunos de los estadios embrionarios
de X. laevis, desde una célula (cigota) hasta el primer estadio de renacuajo en fase de alimentacion,
estadio 45 (St. 45). Estan indicadas las etapas del desarrollo, las horas (h) post-fecundacién a 22 °C-
24 °C (Faber, 1994, imagenes tomadas de (Blum & Ott, 2018).

Tanto el oocito maduro o huevo de X. laevis como el embridon durante los estadios de
clivaje, se caracterizan por poseer un hemisferio vegetativo, de color blanco y con mayor
concentracion de vitelo, y un hemisferio animal con presencia de pigmentos de melanina en el
citoplasma cortical, que en el embrién temprano permite identificar sus células (Faber, 1994)
(Figura 1). El embrion de X. laevis presenta un desarrollo externo y una segmentacion
holoblastica completa de tipo mesolecitica debido a la mayor concentracion de vitelo en el
hemisferio vegetativo. El tiempo de desarrollo depende de la temperatura (14°C - 22°C) siendo
de aproximadamente 98 h desde el estadio 1 (1-célula) hasta el estadio 45 (St. 45) (Figura 1).
Hasta el St. 9 se producen los clivajes celulares que dan lugar a la blastula, manteniéndose
constante el volumen del embrién. Durante este periodo se forma en el hemisferio animal una
cavidad llena de fluido denominada blastocele. Esta cavidad aisla a las células animales de las
sefales inductivas secretadas por las células vegetativas y su formacion es necesaria para los
movimientos gastrulatorios que se producen entre St. 10 y St. 12.5 (Faber, 1994). Una vez
posicionadas las células de las tres capas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo) y
establecidos los ejes corporales, tiene lugar la neurulacion (St. 13 - St. 24), durante la cual el
ectodermo dorsal se pliega dando lugar a la formacién del tubo neural, precursor del sistema
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nervioso central. Ademas, en estos estadios el embribn se alarga a lo largo del eje
anteroposterior. Finalmente, en la etapa de organogénesis se consolida la diferenciacién celular
y la aparicion de estructuras funcionales, marcando la transicién hacia la fase de renacuajo en
etapa de alimentacion St.45 (Barresi & Gilbert, 2019) (Figura 1).

Los embriones de X. laevis son muy resistentes y toleran manipulaciones
experimentales, como microinyecciones en células individuales de ADN, ARN y otras
moléculas, explantes de tejidos y trasplantes (Blum & Ott, 2018; Sater & Moody, 2017). Una
caracteristica del modelo es la posibilidad de conocer el destino de las células que se originan
de cada blastémera en estadios tempranos del desarrollo (2- a 32-células). Este mapa de
destino celular es una excelente herramienta que permite manipulaciones dirigidas a tejidos y
organos especificos (Moody, 1987; H. Sive et al., 2000).

X. laevis se ha utilizado ampliamente durante el ultimo siglo para estudiar multiples
aspectos de la biologia celular y del desarrollo. Mas recientemente, se ha establecido como una
herramienta invaluable para estudiar las bases moleculares de diversas enfermedades
genéticas del desarrollo humano. Xenopus comparte una relacién evolutiva cercana con los
mamiferos y un alto grado de sintenia con humanos facilitando la identificacion de genes
ortdlogos. Se ha estimado que el ~80% de los genes asociados a enfermedades humanas
identificadas estan conservados entre especies del género Xenopus y humanos (Blum & Ott,
2018; Khokha, 2012; Nenni et al., 2019; Tandon et al., 2017). Por lo tanto, X. /aevis constituye
un modelo ideal para estudiar procesos biolégicos y patolégicos in vivo, accesibles a
manipulaciones genéticas y farmacoldgicas, posicionandolo como un sistema cada vez mas

utilizado para la investigacion biomédica y traslacional.

1.1.2 EIl desarrollo embrionario de X. laevis

Aunque los principios fundamentales de la embriogénesis en vertebrados estan
conservados, el desarrollo de X. laevis presenta mecanismos tempranos distintivos que dirigen
el establecimiento de su arquitectura corporal. Antes de la fecundacién, el oocito presenta una
polaridad animal-vegetativa (Houston, 2012). El establecimiento del eje dorsoventral del
embriébn comienza con la entrada del espermatozoide en el hemisferio animal, que
desencadena la rotacion cortical, un movimiento de ~30° de la corteza celular respecto del
citoplasma interno del oocito (Vincent etal., 1986). Este giro, impulsado por una matriz
transitoria de microtubulos paralelos en la region subcortical vegetativa, es el evento mecano-
celular clave que transporta determinantes maternos citoplasmaticos hacia la futura regién
dorsal del embrion (Barresi & Gilbert, 2019; J. Gerhart et al., 1989).

A nivel molecular, uno de los eventos mas significativos dirigidos por la rotacion cortical

es la activacién asimétrica de la via de senalizacion Wnt/B-catenina, que funciona como el
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interruptor molecular del eje dorsoventral (Barresi & Gilbert, 2019; Shi, 2024). Determinantes
maternos participes de esta via presentes en la corteza vegetativa (el ARNm de wnt11 y las
proteinas Dishevelled (Dsh) y GSK3 binding protein (GBP)) se desplazan hacia el ecuador
opuesto al punto de entrada del espermatozoide, definiendo el futuro lado dorsal. La inhibicion
local de glucogeno sintasa quinasa 3 (GSK3) mediada por GBP, junto a la activacién de Dsh
inducida por Wnt11 resulta en la estabilizacién, acumulacién y translocacién nuclear de (-
catenina en las blastomeras dorsales durante la etapa de clivaje (Funayama et al., 1995; Tao
et al., 2005; Vonica & Gumbiner, 2007; Yost et al.,, 1996). Esta acumulacién nuclear de [3-
catenina materna induce la expresion de genes esenciales para la adquisicién de destinos
celulares dorsales, previo a la transicion materno-cigotica (MBT).

Como consecuencia del aumento en la actividad de componentes de las vias Nodal y
Whnt/B-catenina se forma el centro de Nieuwkoop (CN) en la regién dorso-vegetativa prospectiva
de la blastula (St. 8-9) (Ishibashi etal., 2008; Nieuwkoop, 1969). Experimentalmente, se
demostré que el CN es necesario y suficiente para que ocurra la dorsalizacién, ya que su
trasplante a una regién ventral del embrion es suficiente para inducir la formacién de un
segundo eje embrionario completo (J. C. Gerhart etal.,, 1984; Gimlich, 1985; Vonica &
Gumbiner, 2007). Las sefiales emanadas del CN junto a los niveles elevados de B-catenina en
los nucleos de las blastomeras dorsales, inducen la formacion del organizador de Spemann-
Mangold u organizador dorsal (OD) en la region dorsal de la gastrula (St. 10) (Barresi & Gilbert,
2019; Vonica & Gumbiner, 2007). El término “organizador” fue acunado por Hans Spemann y
Hilde Mangold en 1924, a partir de la observacién de que una pequefia region de la gastrula del
anfibio, el labio dorsal del blastoporo, es capaz de inducir, u “organizar”, la formacion de un eje
embrionario secundario al ser transplantado a un embridon huésped, reclutando e induciendo
células vecinas del hospedador a adquirir distintos destinos celulares (Spemann & Mangold,
1924). La formacion del OD depende de la accion coordinada de dos vias de sefalizacion. En
el lado dorsal, la via Wnt/B-catenina activa los factores de transcripcidon Siamois y Twin,
mientras que la via Nodal, desde el CN, induce la fosforilacion de Smad2 en las células
mesodérmicas vecinas. La cooperacion entre Smad2 y Siamois/Twin activa la expresion de
genes del organizador que definen la identidad de sus subpoblaciones celulares. El OD ejerce
una funcidn antagonica sobre el centro de sefalizacion ventral, al secretar antagonistas de las
vias de senalizacion BMP (Bone Morphogenetic Protein), Wnt y Nodal, estableciendo
gradientes de morfégenos, que en su conjunto establecen los ejes dorsoventral y
anteroposterior (Carron & Shi, 2016; De Robertis et al., 2000). De esta forma, tanto el CN como
el OD dependen de la actividad de la via Wnt canénica materna (Vonica & Gumbiner, 2007).

Con el establecimiento del OD y subsecuente formacion del labio dorsal del blastoporo,
el embrién ingresa en los estadios de gastrulacién (St. 10-St. 12). La gastrulacion es el primer
proceso morfogenético a gran escala por el cual, movimientos celulares masivos y coordinados
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temporal y espacialmente (rotacién vegetativa, epibolia, involucion, migracion activa y extension
convergente) reposicionan las células del embridn para establecer las capas germinales
embrionarias (Y. Huang & Winklbauer, 2018; Keller et al., 2003; Lee & Harland, 2007; Leptin,
2005; Solnica-Krezel & Sepich, 2012; Wen & Winklbauer, 2017). El papel clave de la
sefalizacién materna de la via Wnt/B-catenina en la formacion del eje dorsoventral se ha
demostrado en multiples experimentos. La deplecion de [(-catenina materna con un
oligonucledtido antisentido resulta en la pérdida de estructuras dorsales (Heasman, 1994). La
expresion ectépica de B-catenina en el lado ventral del embridn induce la formacién de un eje
secundario (Funayama et al.,, 1995; Guger & Gumbiner, 1995), mientras que la pérdida de
funcién de GSK3 en esa misma region produce el mismo efecto (Dominguez et al., 1995). De
manera similar, la sobreexpresion de componentes de la via Wnt canénica (Dsh, GBP, Wnt8)
en blastomeras ventrales también genera un eje secundario (Itoh et al., 1998; Sokol et al., 1991;
Yost et al., 1996).

1.2 La via Wnt/B-catenina

La via de sefalizacion Wnt es una de las mas antiguas y conservadas evolutivamente,
siendo esencial para la regulacion de numerosos procesos celulares durante el desarrollo
embrionario y en el organismo adulto. Controla funciones clave como la proliferacion, la
determinacion de destino, la migracion, la polaridad y la morfogénesis (Clevers, 2006). Ademas,
su desregulacién constituye un factor determinante en la oncogénesis humana (Hikasa & Sokol,
2013; Ng etal., 2019). La sefializacién Wnt se inicia en la célula por la interaccion de los
ligandos Wnt con sus receptores y correceptores en la membrana plasmatica. El contexto
celular y la combinacién especifica de ligando y receptor determinan si la sefial se transmite a
través de la via candnica (dependiente de B-catenina) o de alguna de las ramas no candnicas,
como la de polaridad celular planar (PCP) o la de Wnt/Ca?* (Medina et al., 2000; Takebayashi-
Suzuki & Suzuki, 2020; Yu et al., 2024).

1.2.1 El rol dual de B-catenina: adhesién y regulacion transcripcional

B-catenina fue inicialmente identificada como un componente estructural que media la
adhesion célula-célula, participando en el anclaje del citoesqueleto de actina a las uniones
adherentes intercelulares junto con las cadherinas y a-catenina (Kemler, 1993; Maric et al.,
2019). Posteriormente, fue identificado un segundo rol como coactivador transcripcional en el
nucleo, siendo la molécula efectora de la via Wnt canodnica. Si bien B-catenina no se une
directamente al ADN, una vez estabilizada en el nucleo, recluta complejos reguladores a
promotores y enhancers (Funayama etal., 1995; Kelly & Moon, 1995; Schneidera &

Steinbeissera, s. f.; Yost et al., 1996). Existe amplia evidencia de que la mayor parte del output
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transcripcional dependiente de la via Wnt candnica se ejecuta mediante el complejo B-catenina
en asociacion con factores de transcripcion de la familia TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid
enhancer factor) (TCF7, LEF1, TCF7L2 y TCF7L1) (Cadigan & Waterman, 2012; Clevers &
Nusse, 2012; Franz et al., 2017; Hoppler & Kavanagh, 2007; Schuijers et al., 2014). Asimismo,
se han descripto interacciones alternativas de B-catenina que amplian su alcance regulatorio en
contextos celulares especificos, destacando su papel como coregulador transcripcional capaz
de integrar multiples sefales y modular programas génicos mas alla del eje TCF/LEF
(Armstrong et al., 2012; Doumpas et al., 2019; Kaidi et al., 2007; W. Kim & Jho, 2018; Kormish
et al., 2010; Vadlamudi et al., 2005).

Las caracteristicas estructurales de B-catenina posibilitan su actividad en adhesién y
sefalizacién (Huber et al., 1997; Valenta et al., 2012). Esta proteina esta conformada por tres
partes principales: una region central con 12 repeticiones Armadillo (ARM), flanqueada por los
dominios N- y C-terminales, estructuralmente flexibles. Especificamente, en el dominio C-
terminal se encuentra una hélice-C, esencial en la actividad de senalizacion, pero prescindible
para su funcion en adhesion celular (Solanas etal., 2004). La regién central con las
repeticiones ARM sirve como plataforma de interaccién con proteinas como E-cadherina
(adhesién), APC (responsable de su degradacion) y TCF/LEF (efector nuclear), quienes
comparten sitios de unién superpuestos. Debido a esta competencia por el mismo sitio, estas
proteinas no pueden unirse a una misma molécula de B-catenina simultaneamente, aunque
pueden coexistir pools funcionalmente distintos de [3-catenina dentro de la célula.

En ausencia de una sefal Wnt, la mayoria de las moléculas de 3-catenina se localiza en
la membrana citoplasmatica, formando parte de las uniones celulares mediadas por cadherinas.
En el citoplasma, B-catenina libre (no unida vy, por tanto, no protegida por la E-cadherina) tiene
vida corta, ya que es reconocida por el “complejo de destruccion” y rapidamente degradada
(Kimelman & Xu, 2006). Sin embargo, no toda la B-catenina fosforilada por GSK3 se degrada.
B-catenina fosforilada en su extremo N-terminal se localiza en los centrosomas, donde
contribuye a la cohesién y separacién de estos durante la formacioén del huso mitético (Chilov
et al.,, 2011; P. Huang et al., 2007). La inhibicién de la degradacion de B-catenina provoca un
incremento de sus niveles celulares, favoreciendo su acumulacién citoplasmatica y su posterior
translocacion al nucleo. Si bien el incremento de B-catenina citoplasmatica libre parece ser un
requisito previo para su entrada nuclear, el mecanismo preciso de esta translocacion aun no se
comprende completamente (Fagotto, 2013; Griffin et al., 2018; Hwang et al., 2022; Park et al.,
2013; L. Xu & Massagué, 2004). En particular, la fosforilacion en residuos tirosina debilita su
interaccion con las cadherinas en las uniones adherentes, mientras que modificaciones en

residuos especificos de serina o treonina pueden estabilizar la proteina y favorece su
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traslocacion nuclear, potenciando asi su actividad como efector de la via Wnt (Valenta et al.,
2012).

Tanto las funciones estructurales como las de sefalizacion reguladas por B-catenina son
esenciales para el desarrollo y la morfogénesis durante la embriogénesis. Que ambas
dependan de una misma molécula subraya la notable capacidad de la célula para coordinar con

precision sefales extracelulares y responder mediante la regulacion de B-catenina.

1.2.2 Regulacion de la via canénica Wnt/B-catenina

En ausencia de ligando, la via Wnt candnica se considera inactiva y la proteina -
catenina citoplasmatica libre es reconocida por el complejo de destruccion, fosforilada y
marcada para su degradacién por la via ubiquitina-proteasoma (Barresi & Gilbert, 2019). El
complejo de destruccion esta compuesto por la proteina de andamiaje Axin, la proteina APC,
ligasa de ubiquitina E3 y las quinasas caseina quinasa 1 (CK1) y glucégeno sintasa quinasa 3
(GSK3) (King etal., 2012; MacDonald et al., 2009; Mosimann et al., 2009). Dentro de este
complejo, B-catenina es fosforilada de forma secuencial en su regiéon N-terminal. CK1 fosforila
inicialmente a 3-catenina en el residuo Ser45, lo que es conocido como un evento de priming, y
esto le permite ser reconocida por GSK3, que la fosforila en Ser33, Ser37 y Thr41. Estas
fosforilaciones crean un sitio de reconocimiento para la E3 ligasa B-TrCP (beta-transducin
repeat containing), que marca B-catenina con ubiquitina para su degradacion proteosomal
(Clevers & Nusse, 2012; Stamos & Weis, 2013) (Figura 2).

La via Wnt/B-catenina se activa cuando un ligando Wnt (ej. Wnt3a, Wnt1, Wnt8) se une
a un receptor-correceptor Frizzled-LRP5/6. Se recluta Dishevelled (Dvl), una proteina
adaptadora clave que se activa y se une a Axin, sacandola del complejo de degradacion. Este
cambio conformacional junto con la fosforilacion del correceptor, desestabilizan e inhiben el
complejo de destruccién, resultando es la acumulacion de B-catenina en el citoplasma y su
translocacion al nucleo. Alli, se une a los factores de transcripcion regulando genes blanco de la
via (Niehrs, 2012; Valenta etal.,, 2012; Van Amerongen et al., 2012). Para comprender la
pleiotropia de B-catenina resulta importante identificar las proteinas con las que interactua fisica

y/o funcionalmente en distintos contextos celulares (Figura 2).
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Figura 2: Esquema de la via Wnt/B-catenina y algunos de sus componentes principales.

1.3 Fry, una proteina de andamiaje evolutivamente conservada

FRY microtubule binding protein (FRY) es una proteina de ~300 kDa evolutivamente
conservada (Figura 3) (Nagai & Mizuno, 2014). Fue descripta por primera vez en D.
melanogaster como un gen esencial (Cong et al., 2001).

FRY es una proteina de andamiaje (scaffold) que presenta cinco regiones centrales de
variable conservacién evolutiva (Figura 3) (Nagai & Mizuno, 2014). Ademas, en el extremo N-
terminal posee un dominio denominado Fry domain (FD), que consta de repeticiones de tipo
HEAT/ARMadillo. Estas repeticiones son estructuras superhelicoidales que funcionan como
plataformas para la interaccién con otras proteinas. En la region C-terminal, posee dos motivos
cierre de leucina (leucine zipper) y un motivo coiled-coil, que en conjunto forman el dominio LZ,
exclusivo de vertebrados y con una conservacién aminoacidica del 85% entre X. laevis y
humanos (Figura 3) (Goto et al., 2010; Nagai & Mizuno, 2014). Si bien la evidencia sugiere que

FRY, como proteina de andamiaje, reine complejos proteicos asociados a diferentes funciones,
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se han identificado pocas proteinas con las que interacciona y se conoce muy poco de su

mecanismo de accion.
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Figura 3: Esquema de la proteina FRY humana y sus ortélogos en distintos organismos. Se
indican los porcentajes de identidad de secuencia aminoacidica y los dominios FD y LZ. Esquema
adaptado de Nagai et al 2014.

1.3.1 Estudios de la proteina Fry en sistemas modelo

En distintos organismos, muchas de las funciones de Fry y sus ortélogos estan
asociadas a la interaccionan fisica y genética con las quinasas de serina-treonina de la familia
nuclear Dbf2-related (Stk38/Ndr), funcionando como activadoras y anclaje de estas quinasas
pertenecientes a la via Hippo no-canénica (Hergovich et al., 2006; Nagai & Mizuno, 2014; Sharif
& Hergovich, 2018; Taha et al., 2018).

En la levadura S. cerevisiae, Tao3p (ortdlogo de Fry) y Cbk1p (ortélogo de Ndr)
interactuan regulando la morfogénesis y la separacion celular a través de la via de sefializacion
RAM (Du & Novick, 2002; Nelson et al., 2003). En el nematodo C. elegans, SAX-2 (ortélogo de
Fry) junto a SAX-1 (NDR), tienen funciones en la ramificacién y el tiling de las neuritas
mecanosensoriales (Gallegos & Bargmann, 2004).

En D. melanogaster, Fry regula la morfogénesis de extensiones celulares polarizadas
como los pelos epidérmicos, las cerdas sensoriales y las extensiones laterales de la arista de la
mosca (Cong et al., 2001; Fang et al., 2010; Y. He et al., 2005). La morfogénesis de los pelos y
cerdas de las células epiteliales del ala esta controlada principalmente por la via Wnt/PCP (B.

He & Adler, 2002), sin embrago, la evidencia indica que Fry regularia estos procesos
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independientemente de la via Wnt/PCP (Cong 2001). En estas células, Fry regula la morfologia
y posicion en la que se forma el pelo, modulando el ensamblaje de los filamentos de actina
(Cong et al., 2001). De manera similar, Fry es un regulador de la elongacion de la camara del
huevo, un proceso dependiente de la polaridad planar en las células epiteliales foliculares que
rodean al huevo. Se ha demostrado que Fry colocaliza con actina en la capa apical de estas
células foliculares (Horne-Badovinac et al., 2012). En la mosca, la interaccién funcional entre
Fry y la quinasa tricornered, trc (NDR1) regula la ramificacion y el tiling de las dendritas de las
neuronas sensoriales, procesos regulados por la familia de Rho GTPasas. Se determind que
Fry y Trc regulan negativamente la actividad de Rac en la ramificaciéon dendritica y promueven
la fijacién de la dendrita a la matriz extracelular regulando una via paralela a la adhesion
mediada por integrinas (Emoto et al., 2004; Han et al., 2012). Asimismo, Fry y Trc regulan la
extension de las neuritas por desplazamiento de microtubulos, un mecanismo similar al
desplazamiento de microtubulos en la mitosis y en neuronas post-mitdticas (Norkett et al.,
2020).

En X. laevis, fry es un gen de expresion materna cuyos ARNm se acumulan en el
hemisferio animal del oocito maduro y esta distribucion asimétrica se mantiene durante los
estadios embrionarios de clivaje y MBT (Cervino, 2021; Cervino et al., 2021; Goto et al., 2010).
Durante la gastrulacion, el ARNm de fry esta presente en el mesodermo que involuciona, y
luego se restringe a tejidos dorsales, entre ellos el mesodermo presomitico, la notocorda, el
mesodermo de la placa lateral y el mesodermo intermedio de la néurula. En estadios de brote
caudal el ARNm permanece en somitas, notocorda, corazoén, ojos, cerebro y pronefros (Cervino
et al., 2021; Espiritu et al., 2018; Goto et al., 2010). Fry contribuye a la formacién del eje axial y
el desarrollo anterodorsal del embrion induciendo, indirectamente, la expresién de genes del
cordamesodermo, aunque el mecanismo no ha sido completamente esclarecido (Goto et al.,
2010). Nuestras investigaciones demostraron la importancia de Fry en el establecimiento de la
arquitectura corporal, regulando la formaciéon del OD de la gastrula, la migracion y morfologia
celular durante los movimientos gastrulatorios, y la formacién de la matriz extracelular de
fibronectina fibrilar, sustrato esencial para los movimientos de gastrulacién. Establecimos la
interaccion genética de Fry y NDR1 en estos procesos de morfogénesis, mostrando una
asociacion funcional evolutivamente conservada (Cervino etal., 2021). Ademas, en el
desarrollo del pronefros, demostramos que Fry es necesaria para el establecimiento de los
progenitores renales y el desarrollo de este riidbn embrionario comun a todos los vertebrados
(Espiritu et al., 2018).

En mamiferos, FRY se ha propuesto como gen de susceptibilidad a carcinoma mamario
en ratas y presenta baja expresion en lineas celulares humanas de cancer de mama (Ren et al.,
2013; Sokol et al., 1991). En ratones Fry-KO condicionales, se demostré que Fry es esencial en
el desarrollo mamario durante la prefez. En contraste, su expresion ectdpica altera la
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morfologia e inhibe el crecimiento y la proliferacion de células de cancer de mama (Y. Liu et al.,
2019; Ren etal., 2013). Por otro lado, mutaciones en Fry lo han identificado como un gen
candidato de trastornos del desarrollo y enfermedades genéticas relacionados con
haploinsuficiencias. Estos incluyen discapacidad intelectual, retraso en el desarrollo, trastornos
cognitivos recesivos, discapacidad intelectual, retraso en el desarrollo, defectos cardiacos y
dimorfismo craneofacial (Najmabadi et al., 2011; ; X. Pan et al., 2024; Paulraj et al., 2019). En
cultivo celular, se ha descripto que FRY actia como andamiaje mitético contribuyendo junto con
NDRH1, a la integridad del huso y a la alineacion cromosdmica (Chiba et al., 2009a; lkeda et al.,
2012). Ademas, se asocia a microtubulos y promueve su acetilacion en el huso al inhibir la
actividad de la tubulina deacetilasa SIRT2 (Nagai et al.,, 2013). La funcién de FRY en la
organizacion bipolar del huso mitético para la correcta segregacion de los cromosomas requiere
de la interacciéon con PLK1 (Polo-like kinase 1) y AURKA (Aurora kinase 1). En este complejo,
FRY promueve la actividad de PLK1 y la fosforilacién por AURKA, en un mecanismo clave para
la integridad estructural de los cromosomas mitéticos y el mantenimiento de la bipolaridad del
huso (lkeda et al., 2012).

En conjunto, los estudios de Fry en distintos sistemas revelan su participacion en la
adquisicion de destino celular y morfogénesis, regulando funciones celulares importantes
durante el desarrollo embrionario y condiciones patogénicas, tanto asociadas a las quinasas

NDR como independientes de estas.

1.4 La via de senalizacion Hippo

La via de sefializacion Hippo, descripta originalmente en D. melanogaster, es una via
intracelular de transduccién de sefiales conservada evolutivamente (Duhart & Raftery, 2020).
En animales, esta via tiene la funcién de restringir el crecimiento y el tamafno de los érganos,
siendo un regulador de la homeostasis tisular y el establecimiento de patrones corporales
(Duhart & Raftery, 2020; W. Kim & Jho, 2018; Pan, 2010; Wu et al., 2003; Zhong et al., 2024).
La via Hippo actua como sensor e intérprete de sefales especificas de contexto como polaridad
celular, rigidez de la matriz extracelular, citoesqueleto de actomiosina, hormonas, factores de
crecimiento, proteinas acopladas a proteinas G, entre otras (Xiao & Dong, 2021; Zhong et al.,
2024). Su desregulacion esta estrechamente ligada al crecimiento descontrolado y a la
formacion de tumores (Yang et al., 2015).

La via Hippo cuenta con una cascada de quinasas altamente conservada que se
organiza en dos ramas principales (Martin & Camonis, 2020; Meng et al., 2016; Pan, 2010)
(Figura 4). En la rama candnica, las quinasas MST1/2 (mammalian STE20-like 1/2) junto con
las proteinas andamiaje SAV1 (Salvador homolog 1, o WW45) y las adaptadoras MOB1A/B

(MOB kinase activator 1A/B), fosforilan y activan a las quinasas LATS1/2 (Large Tumor
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Suppressor kinase 1/2) (Duhart & Raftery, 2020; Meng et al., 2016; Pan, 2010). La rama no-
candnica esta compuesta por las quinasas STK38/STK38L (NDR1/NDR2), estrechamente
relacionadas con las LATS1/2 (Gundogdu & Hergovich, 2016; Hergovich et al., 2006). Estas
quinasas NDR1/2 son activadas tanto por quinasas MST1/2/3 como por miembros de la familia
MAP4K (Meng et al., 2016; Plouffe et al., 2016; Stegert et al., 2005).

La activacion tanto de LATS1/2 como de NDR1/2 conduce a la fosforilacién de los
coactivadores transcripcionales YAP (Yes-associated protein) y TAZ (transcriptional co-activator
with PDZ-binding motif), los efectores finales de la via Hippo (Hong et al., 2018; Irie et al., 2020;
Zhang et al., 2015). Cuando la via esta activa, las quinasas (LATS/NDR) fosforilan a YAP/TAZ,
lo que induce su unién a proteinas de la familia 14-3-3 que promueven su secuestro en el
citoplasma y su degradacion proteasomal, previniendo su actividad nuclear (C.-Y. Liu etal.,
2010; Q. Liu et al., 2021; Wu et al., 2003; Zhao et al., 2007). En contraste, cuando la via esta
inactiva, YAP y TAZ permanecen defosforilados, se translocan al nucleo donde se unen a
factores de transcripcion de la familia TEAD (TEA domain family members), y regulan la
expresion de genes que promueven la proliferacién celular y suprimen la apoptosis (Wu et al.,
2003, 2008; Zhang et al., 2008) (Figura 4).
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Figura 4: Esquema de las vias Hippo y sus principales componentes. Adaptado de Martin &
Camonis, 2020.
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Ademas de sus funciones asociadas al huso mitético, Fry es integrante de esta via
Hippo no-candnica promoviendo la formacion de complejos de activacion de NDR1/2, que a su
vez inducen la fosforilacion de YAP (Duhart & Raftery, 2020; Hergovich et al., 2006; Irie et al.,
2020; Zhang etal., 2015). Ademas, Fry interactua directamente con YAP, de manera
independiente de su estado de fosforilacion, promoviendo su retencion en el citoplasma (lrie
etal.,, 2020). En conjunto, la evidencia indica que ambos mecanismos convergen en la
inhibicion de la actividad nuclear de YAP y, en consecuencia, la restriccion del crecimiento y la
proliferacion celular (Duhart & Raftery, 2020; Irie et al., 2020; Xiao & Dong, 2021).

1.4.1 La interaccion entre las vias de senalizacién Hippo y Wnt

Multiples investigaciones han revelado una intrincada interaccion entre las vias de
sefalizaciéon Wnt y Hippo, lo que explica las humerosas superposiciones entre la biologia de
Wnt y la de YAP/TAZ (Li etal.,, 2019; Piccolo etal., 2014; Totaro etal., 2018). Se ha
demostrado que los principales efectores de la via Hippo (YAP y TAZ), influyen en la
sefalizacibn Wnt y viceversa, a través de multiples mecanismos que a menudo parecen
contradictorios, dependiendo del contexto celular y de la localizacion subcelular de los
efectores.

Varios estudios sugieren que, en el citoplasma, la via Hippo puede ejercer un efecto
inhibitorio sobre la senalizacién Wnt, a través de YAP y TAZ y su interaccion directa con [3-
catenina, inhibiendo su funcion nuclear o inhibiendo al complejo de destruccion (Heallen et al.,
2011; Imajo et al., 2012; Varelas et al., 2010). También existe evidencia de una interaccion
sinérgica en el nucleo entre ambas vias de senalizacion, por la cual genes blanco de Wnt estan
bajo el control conjunto de YAP/TAZ y B-catenina (Azzolin et al., 2012, 2014; Heallen et al.,
2011; Varelas etal.,, 2010). Una mejor comprension de los contextos en el que estas
interacciones son relevantes resultara importante para comprender tanto el desarrollo normal

como patogénico.
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Resultados previos del laboratorio

Teniendo en cuenta la importancia de la via Wnt/B-catenina en la induccion de destinos
dorsales y en el establecimiento de los ejes embrionarios, y a partir de las alteraciones
asociadas a la pérdida de funcién de Fry en X. laevis reportadas por nuestro grupo (Cervino
et al.,, 2021), decidimos investigar si Fry modula la dorsalizaciéon y la formacion de un eje
secundario. Para ello, expresamos ectdpicamente el ligando Wnt8 en blastdmeras ventrales de
embriones de X. laevis (Maia et al., 2017; Sokol et al., 1991) (Figura 5a).

a) Vista Animal Vistalateral f) N 5 5 3 4
n 129 136 73 124

100+

80

60 = EU

B ESI

Noinyectado

40+ Bm ESC

Embriones (%)

204

0=

wnit8 (10 pg) - * + +
St-MO (15 ng) - - + -
wnt8+ St-MO wnt8 + fry-MO fry-MO (15 ng) - - - +

Figura 5: La depleciéon de Fry inhibe la formacién del eje secundario inducido por Wnt8. a)
Esquema del procedimiento experimental. Embriones de 4-células fueron inyectados en ambas
blastomeras ventrales y se analiz6 la formaciéon de un eje secundario en St. 30. b-e) Embriones
representativos de cada tratamiento. * sefialan el eje secundario. f) Cuantificacion del porcentaje de
embriones que presentan los fenotipos: eje unico (EU), eje secundario incompleto (ESI) o eje
secundario completo (ESC). N: nimero de réplicas bioldgicas, n: niumero de embriones. En el grafico
se muestran las medias de cada grupo. Analisis estadistico: Test exacto de Fisher, dos colas (**** p
< 0,0001, ns p > 0,5). * representa diferencias significativas en el porcentaje de eje secundario con el
grupo wnt8.

La inyeccion ventral del ARNm wnt8 solo o junto con St-MO indujo la formacién de un
eje secundario (ESC + ESI) en mas del 80% de los embriones (Figura 5¢,d,f). Notablemente, la
coinyeccién de fry-MO (depleciéon de Fry por oligonucleétido antisentido morfolino (Cervino
etal.,, 2021)) junto con wnt8 redujo significativamente la incidencia de ejes secundarios
ectépicos (Figura 5e,f). Este resultado fue la primera evidencia de que Fry seria necesaria para
la induccién dorsal mediada por Wnt8 y formdé parte de la tesis doctoral de Ailen Cervino
(Cervino, 2021).
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Hipétesis y Objetivos

Este trabajo de tesis tuvo como objetivo general investigar los mecanismos celulares y
moleculares regulados por Fry en la construccién del plan corporal de vertebrados, basandonos
en trabajos publicados y resultados preliminares del laboratorio. Por un lado, en nuestro
laboratorio se establecié que la proteina FRY microtubule binding protein regula la adquisicion
de destinos celulares dorsales y los movimientos morfogenéticos de gastrulacion en X. laevis
(Cervino et al., 2021). Por otro lado, la pérdida de funcion de Fry en el lado dorsal del embridon
interfiere con el desarrollo de tejidos dorsales (eg]. eje axial y cabeza) (Cervino et al., 2021; Goto
et al., 2010). Ademas, Fry tiene la capacidad de inducir la expresién de genes marcadores del
OD vy de dorsalizar tejidos ventrales del embrién temprano, dando lugar a la formacion de un
eje secundario incompleto (Goto etal., 2010). Ambos fenotipos de ganancia y pérdida de
funcién son similares a los resultantes por la inhibicion y activacion de [-catenina,
respectivamente (Funayama etal., 1995). Por ultimo, resultados preliminares de nuestro
laboratorio indican que Fry seria necesaria en la dorsalizacion inducida por Wnt8, ligando de la
via canonica Wnt (Wnt/B-catenina) (Figura 5).

La hipdtesis del proyecto es que Fry contribuye al establecimiento del plan corporal a
través de la regulacion de la via Wnt/B-catenina. El proyecto tiene las siguientes hipotesis y

objetivos especificos:

Hipétesis 1: Fry actua como mddulo de interaccion de proteinas asociadas a distintas vias de
sefalizacion y a multiples procesos celulares.
e Objetivo 1: Realizar un analisis bioinformatico para identificar y caracterizar las

proteinas halladas en interaccion con FRY.

Hipétesis 2: Fry es necesaria en la dorsalizacién inducida por activacion de la via Wnt/3-
catenina en embriones de X. laevis.
o Obijetivo 2.1: Evaluar la capacidad de B-catenina de rescatar el fenotipo de deplecion
dorsal de Fry.
o Objetivo 2.2: Evaluar si Fry regula la actividad dorsalizante de la via Wnt/B-catenina.

Hipétesis 3: Fry regula directa o indirectamente la estabilidad y/o distribucion subcelular de B-

catenina.

e Obijetivo 3: Analizar cambios en la estabilidad y localizaciéon subcelular de (3-catenina

por deplecion de Fry en explantes embrionarios de X. laevis.
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Materiales y Métodos

4.1 Declaracion de ética

Todos los experimentos fueron llevados a cabo en estricta conformidad con la “Guia
para el uso y cuidado de animales de laboratorio del NIH” (NIH Publicacién N° 86-23, revisado
1996, http://grants.nih.gov/grants/olaw/olaw.htm) y la “Guia de experimentacion con animales:
reporte de experimentos in vivo” (Percie du Sert et al., 2020). Los procedimientos se realizaron
de acuerdo con el protocolo aprobado por la CICUAL (Comision Institucional para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio) de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA
(#64b/2021, IFIBYNE/FCEN-UBA).

4.2 Organismo modelo y obtencién de embriones

Se emplearon ranas adultas de la especie Xenopus laevis mantenidas en un cuarto con
condiciones controladas de temperatura (18 - 21°C) y fotoperiodo constante (ciclo 12:12 h luz -
oscuridad). Los embriones fueron obtenidos por amplexo natural de un macho y una hembra
previamente inducidos mediante la inyeccién intracelomica de gonadotrofina coridnica humana
(hCG) (Ovusyn 500 Ul, Zoetis). EI comportamiento reproductivo de los machos se indujo con la
inyeccion de 100 U.l hCG. Las hembras recibieron una preinduccién con 50 U.l de hCG entre 3
y 15 dias antes de la induccion para favorecer la maduracion oocitaria, y la oviposiciéon se
estimuld con una inyeccién de 400 - 500 U.I de hCG. Las parejas fueron aisladas en tanques de
reproduccion durante el amplexo. Aproximadamente 15 h luego de la induccion, la hembra
comienza a liberar huevos que son inmediatamente fecundados por el macho.

Se colectaron los huevos en el agua de puesta cada 30 min, y fueron transferidos a una
solucién de L-cisteina 2% (pH=8) (Sigma) en 0.2X MMR (Marc’s Modified Ringer) (1 M NaCl, 50
mM HEPES, 20 mM, 20 mM CaCl.-2H.0O, 20 mM KCI, 1 mM MgSO.-7H.O; pH 7,4) para eliminar
la ganga (envolturas de gelatina secretadas por el oviducto de las hembras) y facilitar la
manipulacion y la microinyeccién. Esto se realizé en un vaso de precipitados, generando
movimientos circulares suaves en ambos sentidos para evitar alteraciones en el desarrollo
embrionario, hasta que los embriones comienzan a tener contacto entre si, indicando la
eliminacion completa de la ganga. Posteriormente, se realizaron tres lavados sucesivos con
solucion 0.2X MMR para retirar el excedente de L-cisteina. Los embriones se transfirieron con
una pipeta Pasteur a placas de Petri conteniendo 0.2X MMR y fueron mantenidos en una
incubadora a 14°C hasta llegar al estadio deseado para realizar las microinyecciones de ARNm

y/o oligonucleétidos antisentido morfolinos (MO) que se detallan mas abajo.
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4.3 Plasmidos utilizados

Para la amplificacién de los plasmidos, se siguid el protocolo de transformaciéon en
condiciones de esterilidad (Tabla 1). Brevemente, se prepararon placas de LB-agar con
ampicilina 150 pg/ml. Dentro de un tubo eppendorf se incubaron 20 - 25 pl de bacterias quimio-
competentes (DH5q) y el plasmido a transformar (50 - 80 ng) por 20 min en hielo. Pasado este
tiempo se sometieron a un shock térmico a 42°C por 45 s y luego se pasaron 10 min a hielo.
Luego se recuperaron agregando 1 ml de LB por 1 h a 37°C con agitacion. Se procedié al
sembrado en las placas previamente preparadas y se dejaron a 37°C ON (overnight). Al dia
siguiente se procedid a picar una colonia e incubarla en 5 ml de LB con ampicilina ON a 37°C y
con agitacion.

Para la extraccion del ADN plasmidico se empleé el protocolo de miniprep siguiendo las
instrucciones del fabricante (Zymoclean™ Gel DNA Recovery KIT (N°cat: D4007)). La
concentracion del plasmido eluido se midié en un NanoDrop, (Thermo Scientific) y los mismos

se guardaron a -20°C hasta su utilizacion.

Vector ADNc Enzima de restricciéon | ARN polimerasa [ Procedencia
pCS2+ | B-catenina-GFP Notl SP6 Randall Moon
pCS2+ | AB-catenina-GFP Notl SP6 Randall Moon
pCS2+ | hsH2B-mCherry Notl SP6 Lance Davidson
pCS2+ mem.mCherry Notl SP6 Lance Davidson

Tabla 1: Plasmidos utilizados para la sintesis de ARNm.

4.4 Sintesis de los ARN mensajeros (ARNm)

Se linealizaron con la enzima Notl 2 ug de los plasmidos previamente amplificados
(TransGen Biotech). La linealizacién se verifico por electroforesis en gel de agarosa 1%. Luego
se procedié con el protocolo de purificacién y concentracién del ADN lineal (DNA Clean &
Concentrator, Zymo Research). Para la sintesis de ARNm in vitro se emple6 el AmpliCap SP6
High Yield Message Maker Kit (CELLSCRIPT). EI ARNm resultante de la reaccion de sintesis
se purificé con el RNA Clean & Concentrator kit (Zymo Research) siguiendo las instrucciones
del fabricante y eluyendo en 15 ul de agua libre de ARNasa. Se midi6 la concentracion del
ARNmM en un NanoDrop (Thermo Scientific) y se conservaron alicuotas de 1 ul a -80°C que

fueron descongeladas una uUnica vez inmediatamente antes de la microinyeccion en embriones.
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4.5 Morfolinos

El mecanismo de accién de los MO se basa en la estabilidad del duplex que forma con
el ARNm blanco, inhibiendo su traduccion o splicing por impedimento estérico (Blum et al.,
2015). La especificidad del morfolino de Fry (fry-MO) (Gene Tools, LLC, secuencia: 5'-
CGGGCAGGTAAGAGGCTCACACACT -3') ha sido previamente validada por nuestro grupo y
por otros (Goto et al., 2010; Cervino et al., 2021; Espiritu et al., 2018). Este morfolino se une por
complementariedad de bases a la regién 5’ no codificante del ARNm de fry.L. Si bien el genoma
de X. laevis posee dos genes homeodlogos fry (fry.S y fry.L), el analisis de ARN-Seq muestra
que el transcripto fry.L es el mas abundante durante el desarrollo embrionario (Xenbase a partir
de Session et al., 2016). Analisis de protedmica revelan unicamente la presencia de Fry.L, cuya
abundancia aumenta progresivamente durante la embriogénesis de X. laevis (Xenbase a partir
de Peshkin etal., 2019). Como control de especificidad y toxicidad se utilizé un morfolino
standard control (St-MO) (Gene Tools, LLC).

4.6 Microinyeccion

Los embriones fueron mantenidos en solucion 0.2X MMR hasta el momento de la
microinyeccion. Los estadios embrionarios fueron determinados de acuerdo con la tabla de
Nieuwkoop y Faber (Faber, 1994). Una vez alcanzado el estadio requerido, se seleccionaron
embriones con desarrollo normal y sin signos de dafno morfolégico. Para la microinyeccion, los
embriones fueron colocados en placas de 4 cm con grillas y solucién de Ficoll 3 % (Sigma) en
1X MMR. Las microinyecciones de ARNm y morfolinos se realizaron con un microinyector
(Pneumatic Picopump PV830, World Precision Instruments) en la regién marginal de ambas
blastomeras dorsales o ventrales del embridn de 4-células. La identificacion de las blastomeras
se basé en su pigmentacion y tamafio (Figura 1). Se microinyectaron entre 4 y 6 nl de soluciéon
por blastomera conteniendo ARNm, morfolino o ambos. Por embrion, se inyectaron 15 ng de
fry-MO o St-MO (Cervino et al., 2021) y las siguientes dosis de ARNm: B-catenina-GFP (400-
800 pg), AB-catenina-GFP (400-800 pg), hsH2B-mCherry (400 pg), mem-mCherry (400 pg). La
calibracién del capilar de vidrio conteniendo la solucién de inyeccion se realizd6 para cada
capilar utilizado. Una vez inyectados, los embriones se mantuvieron en solucién de Ficoll por 2-
3 h para su recuperacion. Luego fueron transferidos a una placa con 0.2X MMR con
gentamicina (0,6 pg/ml) hasta alcanzar el estadio de interés. Se mantuvieron a 16°C y 22°C
para acceder a estadios de gastrula temprana (St. 10.5) y brote caudal (St. 30),
respectivamente. La fijacion se llevd a cabo tal como se explica en el protocolo de hibridacion in
situ (HIS), a continuacion. Los experimentos se realizaron al menos por triplicado (N=3) y cada

réplica con 15-30 embriones (n). Como control de viabilidad y estadio de desarrollo, por cada
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placa de embriones inyectados se reservd y mantuvo en las mismas condiciones una placa de

embriones no inyectados perteneciente a la misma camada.

4.7 Hibridacién in situ (HIS)

4.7.1 Sintesis de la sonda DIG-ARN para chordin

Se generd la sonda marcada con digoxigenina (DIG) especifica para el transcripto de
chordin (chrd) a partir del plasmido pBS.59.chrd ((Sasai et al., 1994) donado por Edward De
Robertis). Para la sintesis de la sonda, 1,5 ug del plasmido fueron linealizados con la enzima
EcoRI overnight (ON) a 37 °C y se verifico la linealizacion en un gel de agarosa. EI ADN se
purific6 mediante KIT DNA Clean & Concentrator (Zymo Research). Para la transcripcién in
vitro, se emple6 ~1 pg del plasmido linealizado, DIG ARN labeling mix (Roche), ARN
polimerase T7 (Invitrogen), buffer de transcripcion e inhibidor de ARNasa Ribolock (Invitrogen).
La reaccion de sintesis se incub6 durante 2 h a 37 °C. Luego se eliminé el ADN molde con
DNasa | (1 ul, 30 min, 37 °C). La sonda se purificé mediante precipitacién agregando a la
reaccion de sintesis 2 yl de EDTA 0,5 M, 10 ul de LiCl 4 M, 100 ul de H>O4q4 autoclavada y 300
Ml de EtOH 100% y se mantuvo ON a -20°C. Luego, se centrifugd por 15 min a 12.000xg a 4°C,
se descartd el sobrenadante y se lavé el pellet con EtOH 70% dos veces. Tras eliminar los
restos de EtOH, el pellet se resuspendié en 25 ul de H2O libre de ARNasa y 25 ul de Buffer de

Hibridacion (HYB buffer), y se guardoé a -20°C como stock de sonda hasta su utilizacion.

4.7.2 Procedimiento para hibridacion in situ en embriones in toto de

X. laevis

La deteccién del ARNm del gen chrd en embriones completos de X. laevis se llevd a
cabo mediante hibridacion in situ, siguiendo un protocolo adaptado de (Gawantka et al., 1998).

Fijacidon y deshidrataciéon: Los embriones fueron transferidos a tubos Eppendorf de 2 ml

(hasta 30 por tubo) y fijados en 1 ml de solucion MEMFA. La fijacion se realizd6 ON a 4°C. Al dia
siguiente, los embriones se deshidrataron progresiva y secuencialmente en metanol (MeOH):
50% MeOH, 75% MeOH, seguido de dos lavados con MeOH 100% de 5 min cada uno. Luego,
los embriones fueron mantenidos a -20°C en MeOH 100%.

Rehidratacion y tratamiento enzimatico: Para rehidratar los embriones, se realizaron

incubaciones secuenciales de 5 min en 500 pl de 50% MeOH en PBS 1X, y luego en 25%
MeOH en PBS 1X. Posteriormente, se lavaron dos veces con 500 ul de PBS 1X, y dos veces
mas con 500 yl de PTw (PBS 1X, 0,1% Tween-20). A continuacion, los embriones fueron
permeabilizados mediante incubacion con 500 ul de soluciéon con proteinasa K (0,5 pg/ml en

PTw) durante 15 min. Se realizaron dos lavados con PTw (500 pl, 5 min cada uno) y se re-
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fijaron en formaldehido 3.7% (en PTw) durante 20 min. Finalmente, se lavaron dos veces con
PTw para eliminar los residuos del fijador.

Hibridacién de la sonda: Para la hibridacién, los embriones se incubaron con 300 ul de

Buffer de Hibridacion (HYB buffer) durante 5 min. Luego se realiz6 la prehibridacion en 300 pl
de HYB buffer durante 1-3 h a 65°C con agitacion leve. EI HYB buffer fue reemplazado por 200-
500 pl de HYB buffer + la sonda para chrd, previamente desnaturalizada a 65°C durante 20
min, y las muestras fueron incubadas ON a 65°C con agitacién suave.

Lavados post-hibridacion e incubacion con anticuerpo: Al dia siguiente, la sonda

remanente fue recuperada y almacenada a -20°C para su reutilizacion. Se realizaron lavados
secuenciales a 65°C para eliminar uniones inespecificas de la sonda: 500 ul de solucion PW1
(2X 30 min), 500 yl de PW2 (2X 15 min) y 500 pyl de PW3 (4X 20 min). A continuacion, los
embriones se lavaron a temperatura ambiente (RT, room temperature) con 500 ul de solucién
MAB (1X 5 min, 1X 15 min). Posteriormente, se incubaron durante 1 h a RT en 300 ul de
Soluciéon de Bloqueo (2% de Blocking Reagent (Roche), 5% suero de oveja, en solucion
MAB). Tras el bloqueo, los embriones se incubaron ON a 4°C con agitacién leve en 300 ul de
solucién de bloqueo con el anticuerpo anti-DIG Fab fragment conjugado a la fosfatasa alcalina
(Roche) (1:5.000).

Revelado enzimatico v fijacion final: Los embriones fueron lavados exhaustivamente con

PTw (500 pl, 8-10X 20 min) para eliminar el exceso de anticuerpo. Luego, se incubaron 2X con
300 ul de Buffer de Revelado durante 5 min y posteriormente se transfirieron a 300 ul de buffer
de revelado conteniendo los sustratos cromogénicos BCIP y NBT (Sigma). La reaccién
colorimétrica, catalizada por la fosfatasa alcalina, produce un precipitado de color violeta visible
en el sitio de hibridacion. El desarrollo del color fue monitoreado en oscuridad (cubiertos con
papel aluminio) y, una vez alcanzado el nivel deseado de tincion, la reaccion fue detenida
mediante reemplazo del medio por PTw y lavados subsiguientes (500 ul, 2X 5 min). Los
embriones fueron fijados con solucién de Bouin’s modificada (formaldehido 4%, acido acético
5%) ON a RT y con agitacion.

Despigmentacion: Finalmente, los embriones fueron lavados con etanol 70% en PBS 1X

(15-20 min durante un periodo de 3 a 4 h) hasta que el color rosado del medio desaparecio. La
despigmentacion se realizé incubando los embriones en una Solucién de Blanqueo (5%
peroxido de hidrogeno 100 volumenes, 5% formamida, 2,5X SSC), bajo agitacion leve y
exposicion directa a luz intensa durante aproximadamente 1 h. Finalmente, los embriones
fueron lavados con PBS 1X, fotografiados y almacenados a 4°C en PBS con formaldehido
3,7%.
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4.7.3 Soluciones para hibridacion in situ

Sales MEM 10X: 1 M MOPS (pH 7,4), 20 mM EGTA y 10 mM MgSO.,.

MEMFA 1X: sales MEM 1X y formaldehido al 3,7% (v/v). Se prepara fresca inmediatamente
antes de su uso.

PTw: PBS 1Xy 0,1% Tween-20.

PBS 10X: 1,37 M NaCl, 27 mM KCI, 43 mM Na,HPO, y 14 mM KH,PO,.

SSC 20X: 3 M NaCl, 300 mM citrato de sodio, pH 7,0.

Buffer de hibridacion (HYB buffer): 50% de formamida, 5X SSC, 5 mM EDTA, 0,1%
CHAPS, 0,1% Tween-20, ARN de térula 1 mg/ml (Sigma) y heparina 50 ug/ml. EI ARN de térula
y la heparina se agregan inmediatamente antes del uso.

Soluciones de lavado post-hibridacion:

e PW1: 50% formamida, 2X SSC y 0,3% CHAPS.

e PW2: 2X SSCy 0,3% CHAPS.

e PW3:0,2XSSCy 0,3% CHAPS.

MAB: 100 mM &cido maleico y 150 mM NaCl, ajustado a pH 7,5 con NaOH. No debe ser
esterilizada por autoclave.

Soluciéon de Bloqueo: Blocking reagent (Roche) 2% en solucién MAB, 5% suero de oveja
(Merk). El blocking reagent se disuelve previamente mediante autoclave en solucion MAB.

Buffer de Revelado: 100 mM Tris-HCI (pH 9,5), 100 mM NaCl, 50 mM MgCl, y 0,1%
Tween-20.

Sustratos cromogénicos: NBT (p-Nitroblue tetrazolium chloride) (6,75 ul/ml; stock 50
mg/ml en 70% dimetilformamida) y BCIP (5-Bromo-4-cloro-3-indolilfosfato p-toluidine salt) (3,5

MI/ml; stock 50 mg/ml en H20), anadidos al buffer de revelado antes del uso.

4.8 Analisis de experimentos

Se realiz6 una categorizacion del fenotipo de los embriones obtenidos tras los
experimentos de microinyeccion. Este analisis, se basé en categorias definidas previamente y
aplicadas en forma conservadora a cada embrién. Cuando mas de 20% de los embriones de un
tratamiento presentaban defectos de gastrulacién (DG), no se utilizé el experimento; en caso de
repeticion, se discutian las posibles causas. La categorizacién y toma de fotografias de cada
embrion fue llevada a cabo con una lupa Zeiss Discovery.V8 equipada con una camara Zeiss
Axiocam 208.

Luego de categorizar los embriones, se calculé el porcentaje de embriones que
presentaron cada fenotipo en cada experimento independiente, para cada tratamiento. Ademas,

se obtuvo un promedio general por tratamiento, considerando el conjunto de todos los
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experimentos realizados. Los resultados se presentaron en graficos de barras apiladas al

100%, mostrando en distintos colores el porcentaje de embriones por categoria fenotipica.

4.8.1 Categorizacion fenotipica de embriones en St. 30

4.8.1.a En embriones microinyectados en las blastomeras dorsales se distinguieron las

siguientes categorias:

¢ No afectado (NA)
e Eje acortado (EA)
o Eje acortado y tubo neural abierto (EAA)

48.1.b En embriones microinyectados en las blastémeras ventrales (induccion de eje

embrionario secundario) se distinguieron las siguientes categorias:

¢ Eje unico (EU): fenotipo sin presencia de eje secundario

o Presencia de eje secundario incompleto (ESI): presencia de estructuras dorsales y/o
anteriores secundarias con ausencia de glandula de cemento.

e Presencia de eje secundario completo (ESC): presencia de estructuras dorsales y/o

anteriores secundarias con presencia de glandula de cemento.

La glandula de cemento (o glandula mucosa) es una estructura presente en embriones
de X. laevis desde el St. 13, se forma en el ectodermo anterior extremo y sirve como un
marcador anterior confiable de la formacién del eje embrionario (Jamrich & Sato, 1989; H. L.
Sive et al., 1989; Sokol et al., 1991).

4.8.2 Categorizacion del patron de expresion de chordin

Los embriones microinyectados en las blastomeras ventrales a los cuales se les realizé
el procedimiento de hibridacion in situ para chrd en St. 10.5, se categorizaron de la siguiente

manera:

e Sin marca ventral de chrd (SMV)
e Marca ventral de chrd débil (MVD)
e Marca ventral de chrd fuerte (MVF)

La diferencia entre las categorias con presencia de marca ventral se estableci6 de forma
cualitativa por comparacion con la intensidad y el tamafio del dominio de expresion del
organizador dorsal. Se consider6 marca fuerte cuando la sefal ventral presentaba una
intensidad y extensién comparables a la del organizador dorsal de embriones control, y marca

débil cuando la tincion era restringida a pocas células, con un dominio de expresién ventral de
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chrd de aproximadamente menos del 50% del tamafio del dominio dorsal. Embriones a los que
no se les detectdé marca de chrd en el organizador dorsal no fueron tenidos en cuenta en las
cuantificaciones.

Las imagenes de fenotipo de embriones en St. 30 (brote caudal) y las hibridaciones in

situ se procesaron con Photoshop (Adobe).

4.9 Explantes de Zona Marginal Dorsal (ZMD)

4.9.1 Explantes de ZMD para microscopia confocal

Luego de la microinyeccién, los embriones en estadio de gastrula temprana (St. 10.5)
fueron transferidos a una placa con medio DFA (Danilchik's for Amy) (63 mM NaCl, 5 mM
Na.CO., 4,5 mM gluconato de potasio, 32 mM gluconato de sodio, 1mM CaCl..2H20, 1 mM
MgSO..7H.O; pH 8,3) cuya composicion ionica es similar a la del blastocele y por lo tanto

preserva mejor la integridad de las células al aislar el explante embrionario.

St. 10.5

Explante
ZMD

Vista Vegetativa

Figura 6: llustracion en vista vegetativa de un embrion de X.
laevis en St. 10.5. Se sefiala el labio dorsal del blastoporo (naranja),
que sera disecado como explante. (Xenopus illustrations © Natalya
Zahn (Zahn et al., 2022)).

Se removieron las membranas vitelinas con forceps y se realizaron explantes de ZMD
utilizado “hair loops” y “eyelash knife” como herramientas siguiendo protocolos publicados
(Feroze et al., 2015; Shawky et al., 2018) (Figura 6). Brevemente, se orientaron los embriones
con el polo vegetativo hacia arriba y se realizaron dos cortes a los costados del labio dorsal del
blastoporo. Se realizd un tercer corte en el casquete animal uniendo los dos primeros y se aislo
el explante del resto del embrion cortando por debajo de las células en botella. Se removieron
las células vegetativas con gran contenido de vitelo y se cortaron los bordes irregulares dando
lugar a un explante rectangular (Figura 7). Cada explante fue transferido a una solucion de
MEMFA vy fijado por 1 h a 4°C. Seguidamente se realizaron dos lavados con PBS 1X antes de

montarlos en las camaras para microscopia confocal.
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Figura 7: Procedimiento experimental para disecciéon de explantes de ZMD.
A-N Imagenes secuenciales del protocolo para la obtencion de explantes de ZMD
de embriones de X. laevis. yp: yolk plug, e: ectodermo, b: blastocele. El triangulo
negro sefiala las células en botella. (Davidson, 2022).

4.9.2 Preparacion de camaras para microscopia confocal

La preparacion de las camaras se realizé el dia anterior al experimento. En primera

instancia se lavaron las siguientes herramientas:

- Cubreobjetos de 24x60 mm

- Cubreobjetos de 22x22 mm

- Anillos de acrilico de 12 mm diametro externo y 6 mm diametro interno, de 1 mm de
grosor

- “Glass bridges” de 2x5mm cortados previamente con un lapiz de diamante

Cada elemento fue sumergido con pinzas en etanol 90% durante al menos 30 min.
Posteriormente, se afnadido una gota de NaOH 1M y se repitid el lavado en etanol 90%. A
continuacion, se flamearon con mechero para esterilizacion y se depositaron en una placa
limpia con papel tisu en su interior.

Las camaras se prepararon adhiriendo un anillo de acrilico a un vidrio cubreobjetos
(24x60 mm) con grasa de vacio asegurando una completa adhesion y sellado. Se llenaron las

camaras con PBS 1X y se dejaron ON para confirmar el sellado.

4.9.3 Montaje de explantes en camaras para microscopia confocal

Una vez aislados y fijados, se montaron 2-3 explantes por camara, conteniendo PBS 1X. Se

inmovilizaron con un glass bridge con grasa en los extremos y se sellaron las camaras con un
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cubreobjetos (22x22 mm) (Figura 8). Las camaras se mantuvieron a 4°C hasta el momento de

la microscopia.

a) Co

PBS
GB

) T o 2o s i
G Explante ZMD G

CO

Figura 8: Montaje de explantes de ZMD para microscopia confocal. a)
Esquema del montaje en PBS con las células mesodérmicas hacia abajo. (CO =
Cubreobjetos 24x60 mm, Co = Cubreobjetos 22x22 mm, AA = Anillos de acrilico,
GB = “Glass bridges”, G = Grasa de vacio. b) y c) Fotografias de los montajes.

4.10 Microscopia confocal y analisis de las imagenes

Una vez montados los explantes, se adquirieron las imagenes en un microscopio
confocal Zeiss LSM 900 equipado con el software ZEN Imaging y un médulo de laseres URGB
con lineas de excitacion para GFP (488 nm) y mCherry (561 nm). Se utilizd un objetivo 20X (sin

inmersion). Los siguientes parametros se mantuvieron constantes entre tratamientos:

- Tiempo de exposicion: 3 segundos

- Tamano de escaneo: 1024 x 1024 pixeles

- Modo de escaneo: unidireccional

- Potencia del laser led 5% para 488 nmy 3,5% para 561 nm
- Offset digital 0

- Pinhole 1.58 AU para GFP y 1.30 AU para mCherry

4.10.1 Preparacion de las imagenes de microscopia para segmentacion

Las imagenes de microscopia confocal se analizaron con Imaged (https:/fiji.sc/). La
cuantificacion se realizé en imagenes con el mismo numero de planos en el eje Z. Al momento
de la captura de las imagenes se tomaron 10-20 planos Z (como stack) abarcando la
profundidad del explante. Para analizar la abundancia de [B-catenina-GFP en un mismo

espesor, se realizaron montajes con la totalidad del stack (Image > Stacks > Make Montage) y
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se seleccionaron los 10 planos mas representativos de cada stack para realizar una proyeccién
por maxima intensidad (Image > Stacks > Z Project > Maximum Intensity Projection). Esta

herramienta selecciona el pixel de mayor intensidad para cada coordenada XY.

4.10.2 Segmentacién de las imagenes de microscopia

Ademas de B-catenina-GFP'y fry-MO segun el tratamiento, los embriones utilizados para
explantes de ZMD fueron microinyectados con el ARNm H2B-mCherry y mem-mCherry. La
sefal de mCherry se emple6 tanto como trazador, restringiendo el analisis de GFP unicamente
a las células marcadas con mCherry, como también para delimitar los nucleos (H2B-mCherry) y
las membranas celulares (mem-mCherry), a partir de las cuales se definieron manualmente las

regiones de interés (ROls, Regions of Interest).

4.10.3 Cuantificacion de las imagenes de microscopia

Una vez definidos los ROIs correspondientes al area celular y al ndcleo para cada
imagen, estos se emplearon para cuantificar la intensidad de fluorescencia emitida por los tags
GFP y de mCherry, por separado. De esta forma, cada célula se considerdé una unidad de
analisis independiente. A los valores de intensidad obtenidos para cada canal se les sustrajo la
autofluorescencia basal. Esos valores fueron obtenidos determinando la intensidad promedio
por pixel provenientes de la emision de GFP y de mCherry, calculada en un area
correspondiente aproximadamente a 4 células mesodérmicas dorsales de embriones no
microinyectados. Aunque la autofluorescencia del canal de emisién de mCherry representé
alrededor del 1 % de la observada en el canal de emision de GFP, no fue despreciada.

Posteriormente, se calculd la intensidad de (-catenina-GFP en cada nucleo y en cada
célula completa multiplicando por el area de cada ROI. Dado que la sefial derivada de los
ARNm coinyectados (H2B-mCherry y mem-mCherry) no se vio afectada por el tratamiento con
fry-MO, los valores de intensidad de B-catenina-GFP se normalizaron dividiéndolos por los
valores de intensidad provenientes de las proteinas fusionadas a mCherry en las mismas
regiones. De esta forma, el tag mCherry se utilizé como control interno para corregir la
variabilidad asociada a la eficiencia de expresion y a las condiciones de inyeccion.

A partir de estas mediciones se calcularon los siguientes parametros:

e Abundancia de B-catenina-GFP total, correspondiente a la intensidad de la senal de [3-
catenina-GFP en toda la célula.
e Abundancia de B-catenina-GFP en el nucleo, correspondiente a la intensidad de la senal

de B-catenina-GFP dentro del ROI nuclear.
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¢ Abundancia de B-catenina-GFP en el citoplasma y membrana, estimada sustrayendo la
intensidad nuclear de la sefal de B-catenina-GFP a la intensidad de su sefal total
celular.

e Relacion nucleo/citoplasma de B-catenina-GFP, obtenida dividiendo la intensidad

nuclear de la sefal de B-catenina-GFP por su sefial citoplasmatica y de membrana.

Todas las células analizadas dentro de un mismo explante se agruparon para el analisis
estadistico. Los resultados se representaron relativizados al control (sin fry-MO) mediante
SuperPlots, permitiendo visualizar tanto la variabilidad entre células individuales como entre

distintos explantes.

4.11 Interactoma

Se realizé una busqueda exhaustiva en la bibliografia y bases de datos publicas
(BioGrid, IntAct, STRING, XenBase) de proteinas halladas en interaccién fisica con FRY
humana. Con la lista de genes codificantes para estas proteinas, se realizé un analisis de
ontologia génica en la plataforma DAVID (Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery) (DAVID Functional Annotation Tools; D. W. Huang et al.,, 2009) y se
clasific6 cada proteina en las siguientes categorias: Componente celular (CC), Funcion

Molecular (FM) y Proceso Bioldgico (PB).

4.12 Analisis estadistico

A fin de evaluar significancia entre tratamientos en los experimentos de fenotipo en St.
30 (brote caudal) y en las hibridaciones in situ, se utiliz6 un Test exacto de Fisher (no
paramétrico), dos colas, utilizando el software Prism 8.0.1 (GraphPad). El numero de
experimentos independientes (réplicas bioldgicas) (N) y el niumero de embriones (n) se detalla
en los epigrafes de las figuras correspondientes. Todos los experimentos fueron repetidos al
menos tres veces de forma independiente antes de analizar su significancia. Todos los graficos
de resultados se realizaron utilizando el software Prism 8.0.1 (GraphPad).

Las imagenes de microscopia confocal se analizaron con ImageJ (https://fiji.sc/). A fin de
evaluar la significancia de las diferencias entre tratamientos se utilizé el Test de Mann Whitney
(no paramétrico), dos colas. Se utilizé una confianza de 95%, estableciendo como significativo
cualquier p-valor < 0,05. El numero de explantes (N) y el nUmero de células (n) analizadas se
detalla en las figuras correspondientes. Todos los calculos estadisticos y graficos de resultados
se realizaron utilizando el software Prism 8.0.1 (GraphPad), los SuperPlots fueron basados en
(Lord et al., 2020).
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Resultados

5.1 Analisis bioinformatico de proteinas que interactian con FRY

FRY ha sido descripta como una proteina de andamiaje debido a sus caracteristicas
estructurales (Gallegos & Bargmann, 2004; Goto et al.,, 2010; Nagai & Mizuno, 2014). En el
dominio FD, las repeticiones HEAT/ARMadillo funcionan como andamiajes de complejos
proteicos y experimentan cambios conformacionales cuando interactuan con otras proteinas o
frente a cambios del contexto mecanico (Tewari et al., 2010; Yoshimura & Hirano, 2016). El
dominio LZ de FRY posee un motivo de cierre de leucinas y una estructura coiled-coil, que
suelen estar implicados en la formacién de heterodimeros o en interacciones con proteinas de
estructuras similares (Gruber et al., 2005; Szczepaniak et al., 2021). La funcién de las proteinas
de andamiaje como plataforma organizadora para la unién y reunién de multiples proteinas en
un complejo funcional, es clave para la organizacién espacial y temporal de las moléculas
permitiendo la coordinacion de las distintas actividades celulares (Good et al., 2011). Con el
objetivo de comenzar a dilucidar los eventos celulares y las vias de sefalizacion regulados por
Fry, llevamos a cabo un analisis bioinformatico a partir de proteinas reportadas en interaccion

con la proteina humana FRY.

5.1.1 Identificacion de proteinas que interactian con FRY

Se recopild informacion de la bibliografia y bases de datos publicas que documentan
interacciones entre proteinas, incluyendo BioGRID, IntAct y STRING. El criterio para el catalogo
de interacciones fue restringirlo a proteinas que se unan de forma directa a FRY (Figura 9a). Si
bien FRY interactia con microtubulos, estos no se incluyeron en la lista ya que no corresponde
a una proteina individual sino a una estructura polimérica compuesta por heterodimeros de
subunidades de a/B-tubulina. La interaccion de FRY con los microtubulos se ha mapeado
experimentalmente en varias regiones de la proteina, incluyendo el dominio N-terminal, la
region central y el extremo C-terminal, y su capacidad para promover la acetilaciéon de los
microtubulos evidencia una relacién funcional directa con estos componentes del citoesqueleto
(Chiba et al., 2009b; Nagai et al., 2013).
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a) Proteina Nombre completo Base de datos PMID
AURKA Aurora Kinase A BioGRID 32989298
ATP11B ATPase Phospholipid Transporting 11B BioGRID 40437099
CDC20 Cell Division Cycle 20 BioGRID 23443559
CDK1 | | Gyclin DependentKinase 1. 22753416
CDKL2 Cyclin Dependent Kinase Like 2 BioGRID, IntAct 23602568
DDA1 DET1 and DDB1 Associated 1 BioGRID 37689310
FRY FRY Microtubule Binding Protein IntAct 30021884

. _— . BioGRID, IntAct, 28514442
FRYL FRY Like Transcription Coactivator STRING 33061781
GATAD2B GATA Zinc Finger Domain Containing 2B BioGRID 40437099
HNRNPU Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein U BioGRID 30031884
HSPA13 Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member 13 BioGRID, IntAct 35914814
KIF23 | Kinesin FamiyMemoer2s _BioGRID | 31586073
MBD3 Methyl-CpG-Binding Domain Protein 3 BioGRID 40437099
MOB2 MOB Kinase Activator 2 19327996
PACSIN3 Protein Kinase C And Casein Kinase Substrate In Neurons 3 BioGRID 38334954
PLK1 Polo Like Kinase 1 22753416
RNF123 Ring Finger Protein 123 BioGRID 29676528
SIRT2 Sirtuin 2 23886946
SPG11 SPG11 Vesicle Trafficking Associated, Spatacsin IntAct 37871017
. . . 19327996
STK38 Serine/Threonine Kinase 38 STRING 31996378
STK38L Serine/Threonine Kinase 38 Like STRING 31996378
TNIK TRAF2 and NCK interacting Kinase IntAct 31413325
YAP1 Yes1 Associated Transcriptional Regulator 31996378
YWHAG 14-3-3 Protein Gamma IntAct 15324660
b) FRY
~ oo O R P & ¥ P :5\59
o S S8 L 5 &g
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\ J\ J J N J
w w
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Y
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Figura 9: Proteinas que interactian con FRY. a) Lista de 24 proteinas halladas en
interaccion con FRY recopiladas a partir de bases de datos publicas (BioGRID, IntAct,
STRING) y de la bibliografia, presentadas segun su nomenclatura humana (HUGO). El
PMID indica el numero de identificacion de la cita en PubMed. b) Esquema de la proteina
FRY, representando las regiones aproximadas involucradas en la interaccion de las
proteinas halladas en la bibliografia. Esquema realizado con el software Dog2.0.
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Para 8 de las 24 proteinas listadas en la Figura 9a existe evidencia experimental de las
regiones de FRY involucradas en la interaccién (Figura 9b). En la regién N-terminal (residuos
1-730), incluyendo el dominio FD, se mapeo la interaccion con STK38/NDR1 (Serine-Threonine
Kinase 38, quinasa de la via Hippo no-canédnica (Chiba et al., 2009)) y con SIRT2 (Sirtuin 2,
deacetilasa de tubulina (en la regién entre los residuos 1-730 en numeracion de ratén, posicion
homologa en FRY estimada por alineamiento (Nagai et al., 2013)). Se reporté que la region
central comprendida entre los residuos 718-1575 de FRY es suficiente para unirse a YAP1,
proteina efectora de la via Hippo (Irie et al., 2020). La regién C-terminal de FRY (2401-3020)
participa en la interaccion con AURKA (Aurora Kinase A), CDK1 (Cyclin Dependent Kinase 1),
HSPA13 (Heat Shock Protein Family A Member 13), MOB2 y PLK1 (Polo Like Kinase 1). El
residuo Thr 2516 de FRY es fosforilado por AURKA y CDK1 y se cree que FRY funciona como
la proteina de andamiaje que facilita la interaccion entre PLK1 y AURKA promoviendo la
actividad de PLK1 en los centrosomas durante la mitosis temprana (lkeda et al., 2012). En
cuanto a la quinasa TNIK, involucrada en la regulacion de multiples vias y particularmente en
las vias candnica y no-candnicas Wnt, se ha establecido que la region de FRY comprendida
entre los residuos 2874-3013 es suficiente para la asociaciéon fisica entre ambas proteinas
(Sugis et al., 2019), y se ha reportado interaccion fisica con MOB2 en la region 1560-3030,
numeracion de raton (Chiba et al., 2009) (Figura 9b).

5.1.2 Clasificacion funcional del interactoma de FRY

Para identificar patrones funcionales entre las proteinas que interactian con FRY, se
analiz6 su pertenencia a categorias bioldgicas relevantes a este estudio. El diagrama de Venn
(Figura 10) sintetiza la distribuciéon de las proteinas con informacién funcional disponible,
agrupando los 24 interactores en cuatro categorias: ciclo celular (n=16), via de sefalizacion
Wnt (n=13), via de sefalizacién Hippo (n=13) y proteinas con actividad serina-treonina quinasa
(n=7).
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Figura 10: Diagrama de Venn de categorias funcionales en el interactoma de FRY.
Representa el solapamiento de proteinas del interactoma de FRY en cuatro categorias
de interés: quinasas Ser-Tre (n=7), ciclo celular (n=16), via de sefalizacién Hippo
(n=13) y via de sefalizacion Wnt (n=13). Las areas de interseccion corresponden a
proteinas compartidas.

El patron de solapamiento del diagrama de Venn no es aleatorio y revela una gran
convergencia en control proliferativo y sefalizacién. El ~70% de los interactores esta anotado
en ciclo celular (16/24), y ~50% en las vias de senalizacién Hippo (13/24) y Wnt (13/24). La alta
representacion de proteinas relacionadas con la via Hippo apoya la evidencia que relaciona a
FRY con esta via en especies de vertebrados, invertebrados y levaduras. Adicionalmente, el
diagrama sustenta la hipétesis planteada en esta tesis sobre su relacién, directa o indirecta, con
la via Wnt//B-catenina, ya que mas de la mitad de las proteinas relacionadas fisicamente con
FRY forman parte o regulan directamente esta via. Esta superposicién muestra un nexo entre
regulacion del ciclo celular y vias de sefalizacion que controlan crecimiento, destino celular y
morfogénesis. Destaca también un “ndcleo de quinasas” central compartido, el cruce de
categorias concentra un grupo de quinasas reguladoras (p.ej., AURKA, CDK1, PLK1, STK38,

TNIK) que aparecen a la vez en sefializaciéon y en ciclo celular. La presencia de este nucleo
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sugiere que FRY funcionaria como plataforma de ensamblaje para complejos quinasa-
dependientes, coordinando fosforilacion y decisiones proliferativas. La interseccién entre las
vias Hippo y Wnt, que incluye componentes centrales como YAP1, es consistente con el
crosstalk funcional descripto entre ambas vias de sefnalizacion (Astone et al., 2024; M. Kim &
Jho, 2014; Li et al., 2019; Varelas, 2014; F. Xu et al., 2014).

5.1.3 Analisis funcional basado en ontologia génica (GO)

Con el objetivo de identificar funciones moleculares y procesos celulares comunes entre
las proteinas que interactian con FRY, se realizé un analisis de enriquecimiento funcional
basado en la ontologia génica (Figura 11). Este se focalizé6 en tres categorias principales:

Componente Celular (CC), Funcion Molecular (FM) y Proceso Bioldgico (BP).

Citosol W Componente celular (CC)
Citoplasma | Funcion molecular (FM)
NL]cFeo B Proceso bioldgico (PB)

Wl RNF123

HEEE EEE SRT2
HEE vWHAG

LOLILS L p UM CNONO s o

Nucleoplasma

Centrosoma.

Cuerpo medio

Huso

Huso mitético

Polo del huso

Cinetocoro. )
Region perinuclear del citoplasma
Sinapsis glutamatergica
Centriolo . |
Cromagsoma, region telomérica
Microtubulo

Microtdbulo del huso

H EH NN EEEEEEE PLKI

Unién a proteinas
Union a ATP . .
Actividad proteina serina quinasa
Actividad proteina serina/treonina quinasa
Actividad proteina guinasa
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HEE Remodelacion de cromatina
Division celular B .
Regulacion negativa de la transcripcion por ARN polimerasa I
Fosfarilacion de proteinas - ) ) o
Regfulacmn positiva de| proceso catabdlico proteico dependiente de ubiguitina-proteasoma
Fosforilacion de peptidil-serina
Morfogengsis celular
egulacion del ciclo celular
Regulacion del ciclo celular mitético |
Regulacion negativa de la expresion génica .
Requlacion positiva de la localizacion nuclear de proteinas
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Transicion G2/M del ciclo celular mitdtico
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Figura 11: Analisis funcional basado en ontologia génica de las proteinas que interactian con
FRY. Se muestran los términos enriquecidos agrupados por categoria de ontologia génica:
Componente Celular (celeste), Funcion Molecular (naranja) y Proceso Biologico (violeta). El analisis
se realizé en la plataforma DAVID. El grafico indica la presencia de cada proteina en las categorias
seleccionadas con mas de 3 proteinas, y la cantidad de proteinas asociadas a cada término.

El grafico resultante presenta agrupados por categoria funcional, el listado de términos
enriquecidos del GO, indicando la cantidad de proteinas anotadas en cada uno de ellos (Figura
11). En la categoria Componente Celular (CC), las proteinas se distribuyeron mayoritariamente
entre estructuras citoplasmaticas y nucleares, destacandose términos como citosol, citoplasma,

nucleo y nucleoplasma, junto con asociaciones mas especificas al centrosoma, huso mitético y
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microtubulos. Esta distribucién sugiere que FRY interactia con proteinas que cumplen
funciones tanto en compartimentos nucleares como en el citoplasma (Figura 11).

En la categoria Funcién Molecular (FM), se observé una marcada representacién de
proteinas con actividad de unién a proteinas (23/24), de unién a ATP y con actividad serina-
treonina quinasa. Estos términos concuerdan con la presencia de multiples quinasas
identificadas en el interactoma, y avalan la evidencia experimental de FRY como regulador de
la actividad de quinasas y nuestra hipétesis de una funcion importante de esta proteina en la
coordinacién de eventos de sefalizacién intracelular (Figura 11).

Por ultimo, en la categoria Proceso Biolégico (BP), los términos mas enriquecidos
incluyeron remodelacion de cromatina, division celular, fosforilacion de proteinas y
morfogénesis celular. Si bien no se observd una especificidad clara hacia un unico proceso, el
conjunto de términos indica una fuerte asociacion con la regulacién del ciclo y la arquitectura

celulares (Figura 11).
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5.2 Interaccién funcional entre Fry y la via Wnt/B-catenina

5.2.1 Evaluar la capacidad de B-catenina de rescatar el fenotipo de

deplecion dorsal de Fry.

Trabajos de otro grupo y del nuestro investigaron el efecto de la deplecion dorsal de Fry
en embriones de X. laevis. El knockdown en blastomeras dorsales resulta en embriones con el
eje anteroposterior acortado, estructuras ceféalicas reducidas, y reduccion de la expresion de
genes del organizador dorsal (OD) (Cervino et al., 2021; Goto et al., 2010). Dada la importancia
de la via candnica Wnt/B-catenina en la induccion de destinos celulares dorsales, la formacién
del eje embrionario y la cabeza (Harland & Gerhart, 1997), nos preguntamos si -catenina
media el efecto de la deplecién de Fry en el desarrollo dorsal.

Con este fin, se realizaron ensayos de knockdown de Fry empleando un
oligonucledtido antisentido morfolino especifico que bloquea la traduccién del ARNm (fry-MO)
(Cervino et al., 2021; Goto et al., 2010) dirigidos a las estructuras dorsales del tronco y la
cabeza, coinyectandolo junto con el ARNm p-catenina-GFP. Las microinyecciones se
dirigieron a ambas blastomeras dorsales (2xD) de embriones de 4-células ya que, segun los
mapas de destino embrionario de X. laevis, contribuyen significativamente a las estructuras
de interés (Moody, 1987). El desarrollo del eje anteroposterior se analizé en el estadio de
brote caudal (St. 30) (Figura 12 y Figura 13).

Las dosis de 15 ng por embrion de fry-MO y del morfolino control (St-MO) utilizadas en
esta tesis, se basaron en publicaciones del laboratorio (Cervino 2021). La dosis de 800 pg del

ARNmM B-catenina-GFP se basoé en bibliografia y fue validada experimentalmente (Figura 16).

No inyectado

Figura 12: Categorizacion fenotipica de embriones en St. 30 para microinyecciones 15ng de
fry-MO 2xD. Embriones representativos de cada categoria. a) No afectado (NA). b) Eje acortado
(EA). ¢) Eje acortado y tubo neural abierto (EAA).

Los embriones se clasificaron en tres categorias de acuerdo con la severidad del
fenotipo. Embriones no afectados (NA) (Figura 12a), embriones con eje anteroposterior
acortado (EA) (Figura 12b) y embriones con eje anteroposterior acortado y tubo neural
abierto (EAA) (Figura 12c).
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Figura 13: El fenotipo de deplecion dorsal de Fry no es rescatado por B-catenina-GFP. a)
Esquema del procedimiento experimental. Embriones de 4-células fueron inyectados en ambas
blastdmeras dorsales y se analizd el fenotipo en St. 30. b-e) Embriones representativos de cada
tratamiento. f) Cuantificacion del porcentaje de embriones de cada grupo experimental que presenta
los fenotipos: no afectado (NA), eje acortado (EA) o eje acortado y tubo neural abierto (EAA). N:
numero de experimentos independientes, n: numero de embriones. En el grafico se muestran las
medias de cada grupo. Andlisis estadistico: Test exacto de Fisher, dos colas (**** p < 0,0001). *
representa diferencias significativas con el grupo fry-MO.

Se obtuvieron resultados consistentes entre réplicas bioldgicas independientes,
similares a lo publicado por el grupo (Cervino et al., 2021). El tratamiento con St-MO resultd
en un 89% de los embriones sin alteraciones en el desarrollo (Figura 13c,f). En cambio, la
deplecién dorsal de Fry por fry-MO generd un acortamiento del eje anteroposterior y una
reduccion del tamafio de las estructuras cefalicas en el 88% de los embriones, siendo
acompanado ademas por alteraciones en el cierre del tubo neural en el 54% de los embriones
(Figura 13d,f). El andlisis estadistico revel6 que la diferencia entre St-MO y fry-MO es
significativa.

Al coinyectar fry-MO junto al ARNm B-catenina-GFP se obtuvieron embriones con una
distribucion de fenotipos similar al tratamiento de fry-MO. En total, el 88% de los embriones
presento alteraciones en el desarrollo del eje, siendo el fenotipo mas frecuente el eje acortado
con tubo neural abierto (50%) (Figura 13e). El analisis estadistico mediante test exacto de
Fisher (p = 0,79) indicé ausencia de rescate por parte de B-catenina-GFP para el fenotipo
analizado resultante del tratamiento con fry-MO. Este resultado indica que la sobreexpresion de
B-catenina no es suficiente para revertir el fenotipo de deplecion dorsal de Fry en St. 30.
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5.2.2 Evaluar si Fry regula la actividad dorsalizante de la via Wnt/B-catenina

En X. leavis, la deplecién de Fry en blastomeras dorsales afecta el establecimiento del
OD, interfiere con la elongacion del eje axial y el desarrollo de la cabeza (Cervino et al., 2021).
Ademas, en blastomeras ventrales, la sobreexpresion de Fry induce la formacién de un eje
embrionario secundario incompleto (Goto etal., 2010) y su deplecion inhibe el efecto
dorsalizante de Wnt8 (Figura 5). Asimismo, la evidencia de interaccion fisica de FRY con
proteinas relacionadas a la via Wnt (Figura 10) sugieren que Fry podria actuar como
modulador de esta via. Estas evidencias nos llevaron a proponer investigar una relacion
funcional entre Fry y la via Wnt candnica.

Un ensayo clasico para evaluar la actividad de moléculas inductoras del desarrollo
dorsal, es la induccion de un eje embrionario secundario en la region ventral del embridn de
X. laevis (Vincan, 2009). Experimentos de expresidon ectépica ventral demostraron que
diversas moléculas (wnt8, B-catenina, goosecoid, chordin y noggin) (Cho et al., 1991; Guger
& Gumbiner, 1995; Plouhinec et al., 2013; Sasai et al., 1994; Smith et al., 1993; Sokol et al.,
1991) son suficientes para activar programas dorsalizantes e inducir la formacién de
estructuras embrionarias adicionales, constituyendo una herramienta clave para estudiar los
mecanismos que regulan la formacién del eje corporal e identificar componentes de las vias
de sefalizacion involucradas. Esta aproximaciéon experimental esquematizada en la Figura
14a muestra que en condiciones normales (embridon sin manipulacién), el OD (azul) esta
presente adyacente al labio dorsal del blastoporo de la gastrula temprana (St. 10.5),
generando un embrién con desarrollo normal en estadio de brote caudal (St. 30). Al inyectar
en las blastbmeras ventrales del embrion de 4-celulas una molécula con capacidad
dorsalizante (naranja), se induce ectopicamente la formacion de un segundo CN y OD
(naranja), que puede dar lugar a estructuras dorsales secundarias completas o incompletas
(eje embrionario secundario). Para los experimentos de esta tesis, las moléculas empleadas
con capacidad dorsalizante fueron B-catenina y AB-catenina (Funayama et al., 1995; Sokol
et al.,, 1991; Yost et al., 1996) (ver secciéon 5.2.2b). Como se ha descripto en publicaciones
previas, la localizacion de B-catenina-GFP en la membrana y el nucleo sugiere que esta

proteina exdgena refleja el patrén subcelular de la proteina endégena (Acosta et al., 2011).
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Figura 14: Disefio experimental. Arriba: Esquema del desarrollo normal de X. laevis, se
representa el OD en azul. Abajo: Esquema experimental para la induccién de estructuras dorsales
secundarias. Embriéon de 4-células (St. 3) microinyectado con una molécula dorsalizante en ambas
blastdmeras ventrales (2xV) inducen un segundo OD (naranja) y un eje embrionario secundario.

Como ha sido reportado previamente, la microinyecciéon de los ARNm B-catenina y
AB-catenina en blastdmeras ventrales (2xV) de embriones de 4-células, resultan en la
formacion de un eje embrionario secundario (Funayama et al., 1995; Sokol et al., 1991; Yost
et al.,, 1996). Para validar el fenotipo en nuestro laboratorio, microinyectamos los ARNm -
catenina-GFP/AB-catenina-GFP y categorizamos los fenotipos en embriones en St. 30 como

se muestra en la Figura 15.

c)

= P

No inyectado B-catenina-GFP B-catenina-GFP

Figura 15: Categorizacién fenotipica de embriones en St. 30 para inyecciones 2xV con los
ARNm B-catenina-GFP/AB-catenina-GFP. Embriones representativos de cada categoria. a) Eje
unico (EU). b) Eje secundario incompleto (ESI). ¢) Eje secundario completo (ESC). * senala el eje
secundario.
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Embriones que presentan un eje, sin alteraciones en su desarrollo, fueron
categorizados como “eje unico” (EU) (Figura 15a). En la Figura 15b, se muestra un embrién
con estructuras dorsales y/o anteriores secundarias con ausencia de glandula de cemento,
marcador confiable de la formacion del eje embrionario completo (Jamrich & Sato, 1989; H. L.
Sive etal, 1989; Sokol etal., 1991). Embriones con estas caracteristicas fueron
categorizados como “eje secundario incompleto” (ESI). La presencia de la glandula de
cemento fue indicativa de la formacion de un eje secundario completo (ESC) (Figura 15¢)

(ver Materiales y Métodos, seccién 4.8.1.b).

5.2.2.a Actividad dorsalizante de B-catenina en embriones de X. laevis

5.2.2.a1 Establecimiento de la dosis efectiva de B-catenina-GFP

Con el objetivo de determinar la dosis a utilizar del ARNm B-catenina-GFP capaz de
inducir la formacion de un eje embrionario secundario en al menos 80% de los embriones sin
comprometer la viabilidad, se llevd a cabo un ensayo de tipo dosis-respuesta. A partir de
busqueda bibliografica (Funayama et al., 1995; Hagen et al., 2002; Hagen & Vidal-Puig, 2002;
Kihl & Pandur, 2009; Miller & Moon, 1997; Sokol et al., 1991; Yost et al., 1996) se establecieron
concentraciones a evaluar experimentalmente. En este ensayo se microinyectaron las
blastomeras ventrales de embriones de 4 células (2xV), con 400 pg u 800 pg del ARNm de G-
catenina-GFP por embrién (Figura 16a). El fenotipo se evalu6 en estadio de brote caudal (St.

30), siguiendo la categorizacion de la Figura 15.
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Figura 16: Establecimiento de la dosis de trabajo de B-catenina-GFP. a) Esquema del
procedimiento experimental. Embriones de 4-células fueron inyectados en ambas blastomeras
ventrales (2xV) y se analizé la formacién de un eje secundario en St. 30. b) Cuantificacion del
porcentaje de embriones que presentan los fenotipos: eje unico (EU), eje secundario incompleto
(ESI) o eje secundario completo (ESC) en cada grupo experimental. N: nimero de experimentos
independientes, n: nUmero de embriones.
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El grafico de la Figura 16b muestra el porcentaje de embriones que presentan cada uno
de los fenotipos descriptos previamente (Figura 15). Aunque el experimento se realizé una
Unica vez, los resultados indican una respuesta dosis-dependiente, donde el aumento de la
dosis del ARNm B-catenina-GFP se correlaciona con una mayor frecuencia de embriones con
eje secundario respecto al control no-inyectado. En la dosis de 800 pg de B-catenina-GFP, el
95.65% de los embriones presentaron eje secundario, mientras que para 400 pg solo el 26,9%
presentaron eje secundario (Figura 16b). A partir de este resultado, se seleccion6 la dosis de
800 pg de ARNm B-catenina-GFP como dosis de trabajo, ya que produce una induccion clara

del fenotipo y es compatible con la viabilidad del embrién hasta el estadio analizado.

5.2.2.a.2 Regulacién de la actividad dorsalizante de B-catenina por Fry

Dado que B-catenina es la proteina efectora de la via Wnt canénica y su funcion nuclear
temprana es clave para el desarrollo de estructuras dorsales, evaluamos si su capacidad
dorsalizante se veia afectada por la deplecion de Fry. El efecto lo evaluamos en la induccién de
un eje embrionario secundario por B-catenina, microinyectando el ARNm B-catenina-GFP (2xV),

en presencia o ausencia de fry-MO o St-MO (Figura 17).

Vistalateral f) N 7 7 2 4
P 117 151 46 98

100

80+

EU
601 =

= EsI
40 W ESC

Embriones (%)

20

0-

: . B-catenina-GFP (800 pg) - + + *
B-catenina-GFP + StMO B-catenina-GFP + fry-MO St-MO (15 ng) - - + -
fry-MO (15 ng) - - - +

Figura 17: Fry es necesaria para la formacion de eje secundario inducido por B-catenina-GFP.
a) Esquema del procedimiento experimental. Embriones de 4-células fueron inyectados en ambas
blastémeras ventrales y se analiz6 la formacién de un eje secundario en St. 30. b-e) Embriones
representativos de cada tratamiento. * sefiala el eje secundario. f) Cuantificacion del porcentaje de
embriones que presentan los fenotipos: eje unico (EU), eje secundario incompleto (ESI) o eje
secundario completo (ESC). N: niumero de réplicas bioldgicas, n: nimero de embriones. En el grafico
se muestran las medias de cada grupo experimental. Analisis estadistico: Test exacto de Fisher, dos
colas (**** p < 0,0001, ns p > 0,5). * representa diferencias significativas en el porcentaje de eje
secundario con el grupo B-catenina-GFP.
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El andlisis de los embriones siguiendo la categorizacion fenotipica de la Figura 15,
mostré que la microinyeccion del ARNm B-catenina-GFP induce la formacién de un eje
secundario en el 80% de los embriones (61,7% ESC y 18,4% ESI) (Figura 17c,f). Al coinyectar
B-catenina-GFP con St-MO esta distribucion no varia significativamente (Figura 17d,f). Sin
embargo, al coinyectar B-catenina-GFP con fry-MO el porcentaje de ejes secundarios disminuye
significativamente (p < 0,0001), resultando un 13% de embriones con eje secundario (4,6%
ESC y 8,3% ESI) y siendo el fenotipo representativo de este tratamiento el de eje unico (Figura
17e,f). La diferencia entre la coinyeccion de St-MO y fry-MO confirma que la inhibicion del eje
secundario no es un efecto inespecifico de la coinyeccién con morfolinos.

Estos resultados indican que en embriones de X. laevis, Fry es necesaria para la
induccién de estructuras dorsales por expresién ectépica de B-catenina. Asi, la pérdida de
funcién de Fry no soélo revierte la capacidad inductora de eje secundario por Wnt8 (resultados
preliminares, Figura 5), sino que interfiere en la formacion del eje secundario inducido por la

proteina efectora de la via Wnt canodnica.

5.2.2.b Actividad dorsalizante de AB-catenina en embriones de X. laevis

En el laboratorio contamos con una herramienta experimental valiosa para el analisis de
la funcion y la regulacion de B-catenina, una version de la proteina que carece de los primeros
47 aminoacidos, llamada Ap-catenina (Figura 18). Al no poseer en el extremo N-terminal los
residuos fosforilables por CK1 y GSK3, AB-catenina es insensible a la via candnica de
degradacion, el principal mecanismo de regulacion de la estabilidad de B-catenina en estadios
tempranos del desarrollo embrionario (C. Liu et al., 1999; Yost et al., 1996). La sobreexpresion
de esta variante en X. laevis resulta en la estabilizacion de AB-catenina y su acumulacion en el
nucleo con la consecuente regulacién de genes blanco. De esta forma, la expresion ventral
ectépica de AB-catenina induce un CN y un OD ectépicos y la formacién de un eje embrionario
secundario aun en presencia de GSK3 (Heasman et al., 2000; Verheyen & Gottardi, 2010; Yost
et al., 1996).
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Figura 18: Esquema de las proteinas 3-catenina (arriba) y AB-catenina
(abajo). Se encuentran sefializados los residuos aminoacidicos plausibles de
ser fosforilados por las quinasas CK1 y GSK3 en el extremo N-terminal de -
catenina.




5.2.2.b1 Establecimiento de la dosis efectiva de AB-catenina-GFP

Con el objetivo de determinar la dosis a utilizar del ARNm AB-catenina-GFP capaz de
inducir la formacién de un eje embrionario secundario en al menos 80% de los embriones sin
comprometer la viabilidad general del embrion, se llevd a cabo un ensayo de tipo dosis-
respuesta como el realizado previamente para B-catenina (seccién 5.2.2.a.1), seleccionando
de la bibliografia dos dosis a evaluar experimentalmente (Funayama etal., 1995; Kihl &
Pandur, 2009; Miller & Moon, 1997; Yost et al., 1996). Los embriones de 4-células fueron
microinyectados (2xV) con 400 pg u 800 pg del ARNm AB-catenina-GFP y se evaluo el fenotipo
en estadio de brote caudal (St. 30) (Figura 19a) siguiendo las categorias definidas (Figura 15).
En estos experimentos también se tomd en cuenta una cuarta categoria: defectos de
gastrulacion, observada Unicamente en la dosis mas alta (800 pg) y considerado un fenotipo
letal (Figura 19b).
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Figura 19: Establecimiento de la dosis de trabajo de AB-catenina-GFP. a) Esquema del
procedimiento experimental. Embriones de 4-células fueron inyectados en ambas blastomeras
ventrales y se analizé la formacién de un eje secundario en St. 30. b) Cuantificacion del porcentaje de
embriones con los fenotipos: eje unico (EU), eje secundario incompleto (ESI), eje secundario completo
(ESC) o defectos gastrulatorios (DG). N: niumero de experimentos independientes, n: niumero de
embriones. En el grafico se muestran las medias de cada grupo.

Los resultados muestran que la dosis AB-catenina-GFP de 400 pg resulta efectiva para
inducir un eje secundario en 94,7% de los embriones inyectados, sin resultar en letalidad previa
al St. 30 (Figura 19b). Por el contrario, inyectando 800 pg del ARNm se observo un alto
porcentaje de embriones con defectos de gastrulacion (63,6%) evidenciando la letalidad
inducida por esta dosis (Figura 19b). En funcion de estos resultados, se selecciond la dosis de

400 pg del ARNm AB-catenina-GFP para los ensayos posteriores.
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5.2.2.b.2 Regulacion de la actividad dorsalizante de AB-catenina por Fry
- Induccién de eje secundario

Para evaluar si la deplecion de Fry podria estar favoreciendo la via clasica de
degradacion de B-catenina, se microinyectaron embriones de 4-células (2xV) con el ARNm
AB-catenina-GFP en presencia o ausencia de fry-MO o St-MO y se analiz6 la formacion de un

eje secundario en estadio de brote caudal (St.30) (Figura 20a).
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Figura 20: La deplecion de Fry inhibe el eje secundario inducido por AB-catenina-GFP. a)
Esquema del procedimiento experimental. Embriones de 4-células fueron inyectados en ambas
blastomeras ventrales y se analiz6 la formaciéon de un eje secundario en St. 30. b-e) Embriones
representativos segun tratamiento. * sefiala el eje secundario. f) Cuantificacion del porcentaje de
embriones que presentan los fenotipos: eje uUnico (EU), eje secundario incompleto (ESI) o eje
secundario completo (ESC). N: numero de experimentos independientes, n: nimero de embriones.
En el grafico se muestran las medias de cada grupo experimental. Analisis estadistico: Test exacto
de Fisher, dos colas (**** p < 0,0001). * representa diferencias significativas en el porcentaje de eje
unico y secundario con el grupo control AB-catenina-GFP.

Tanto la microinyeccion del ARNm Ag-catenina-GFP como de AB-catenina-GFP + St-
MO, resultan en un alto porcentaje de embriones con presencia de eje secundario (86,6% Yy
79,5%, respectivamente) (Figura 20c,d,f). Por otro lado, la coinyeccion de AB-catenina-GFP y
fry-MO resulta en una disminucion significativa del porcentaje de embriones con eje secundario
(p < 0,0001) (41.3%) respecto de los tratamientos control (Figura 20c-f). Asi mismo, hay un
aumento en el porcentaje de ejes secundarios incompletos en embriones coinyectados con fry-
MO con respecto al tratamiento AB-catenina-GFP (25,5% ESI y 15,8% ESC vs 11,7% ESI y
74,9% ESC, respectivamente) (Figura 20f). Ambas tendencias sefalan una reversion del
fenotipo inducido por AB-catenina-GFP, evidenciando que Fry es necesaria para la induccion
del eje secundario por AB-catenina. Este resultado sugiere que Fry regularia la funcion de B-
catenina a través de un mecanismo independiente de la degradacion mediada por GSK3.
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5.2.2.b.3 Regulacién de la actividad dorsalizante de AB-catenina por Fry

- Expresion del gen chordin

En el estadio de blastula, las vias Wnt/B-catenina y Nodal inducen la expresion de genes
del OD de la gastrula, entre ellos chordin (chrd), un antagonista de la via BMP que limita la
expansion del organizador ventral (De Robertis et al., 2000; Ding et al., 2017; Kessler, 1997;
Niehrs, 2004; Sasai et al., 1994; Wessely et al., 2001). Chrd es esencial en la formacion del OD
y su expresion indica la activacion del programa genético del organizador, por lo que constituye
un marcador confiable de la induccion de este centro de senalizacion.

En experimentos no publicados del laboratorio (Cervino, 2021) observamos que la
deplecioén dorsal de Fry reduce significativamente el dominio de expresion de chrd, el cual es
rescatado por coinyeccion de la versién corta de Fry (FD+LZ), sugiriendo que Fry regula directa
o indirectamente los niveles de expresion de chrd en embriones de X. laevis.

Cabe recordar que la formacibn de un eje embrionario secundario esta
indefectiblemente precedida por el establecimiento de un OD secundario. No obstante, la
ausencia de dicho eje no permite discernir si las sefiales dorsalizantes responsables de su
induccién no llegaron a establecerse o si, habiéndose establecido, fallaron en etapas
posteriores del desarrollo. Con el fin de complementar la evidencia que vincula a Fry con la via
Whnt/B-catenina y con la formacion del OD, se analizé la capacidad de esta via de sefalizacién
de inducir la formacién de un OD ectdpico en ausencia de Fry. Para ello, se realizaron
hibridaciones in situ (HIS) para detectar la presencia del ARNm de chrd y determinar su domino
de expresion en gastrulas tempranas (St. 10.5), momento en que el organizador ya esta

establecido (Figura 21).
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Figura 21: Disefio experimental para el analisis de expresion de chordin por hibridaciéon in
situ. Esquema del desarrollo normal de X. /aevis (arriba), se representa el organizador dorsal en azul
y luego de la HIS se visualiza la marca de expresion de chordin (violeta). Embrién de 4-células
inyectados en ambas blastémeras ventrales con inductores de dorsalizaciéon (abajo) inducen un
segundo OD (naranja). Se visualiza el dominio de expresién de chordin por hibridacién in situ en
St.10.5 (violeta). * sefala el labio dorsal del blastoporo.
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Los fenotipos de HIS para chrd, fueron categorizados segun se muestra en la Figura 22.
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Figura 22: Categorizacion de embriones inyectados 2xV tras HIS para
chrd. Embriones en St. 10.5 representativos de HIS in toto para chordin
(chrd). a) Sin marca ventral de chrd. b) Marca ventral de chrd débil. ¢) Marca
ventral de chrd fuerte. Se muestran tres vistas de cada embridn: polo
vegetativo (PV), PV dorsal (organizador dorsal) y PV ventral (marca ectopica).
* indica la presencia de marca ventral de chrd. Estos embriones se inyectaron
2xV con 400pg del ARNm AB-catenina-GFP.

En la Figura 22a se observa un embridén en estadio de gastrula temprana con la marca
caracteristica de chrd, en el labio dorsal del blastoporo. En la Figura 22b,c se muestran vistas
de dos embriones con expresion de chrd en dos dominios, uno correspondiente al OD primario
y otra correspondiente al OD secundario. Este ultimo presenta una ubicacion ventral, opuesto al
labio dorsal del blastoporo. Dependiendo del dominio de expresién, decidimos categorizar a la
marca ventral de chrd en: “marca ventral de chrd débil” (Figura 22b) o “marca ventral de chrd
fuerte (Figura 22c).

Para evaluar si la deplecion de fry afecta la inducciéon del OD secundario por AB-
catenina-GFP, se coinyectaron embriones de 4-células en ambas blastomeras ventrales con el
ARNm AB-catenina-GFP en presencia o ausencia de fry-MO o St-MO. Se analizé el dominio de
expresion ectopica de chrd en gastrula temprana St. 10.5 (Figura 23a).
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Figura 23: La deplecion de Fry inhibe la expresion ventral de chordin inducida por AB-
catenina-GFP. a) Esquema del procedimiento experimental. Embriones de 4-células fueron
microinyectados en ambas blastdmeras ventrales y analizados en gastrula (St. 10.5) mediante
hibridacién in situ para el ARNm de chordin (chrd), marcador del organizador dorsal. b) Cuantificaciéon
del porcentaje de embriones que presentan los fenotipos: Sin marca ventral de chrd (SMV), marca
ventral de chrd débil (MVD), marca ventral de chrd fuerte (MVF). N: niumero de experimentos
independientes, n: nimero de embriones. En el grafico se muestran las medias de cada grupo
experimental. Analisis estadistico: Test exacto de Fisher, dos colas (**** p < 0,0001). * representa
diferencias significativas con el grupo AB-catenina-GFP. c-f) Embriones representativos de cada
tratamiento. Se muestran tres vistas de cada embrién: polo vegetativo (PV), PV dorsal (organizador
dorsal) y PV ventral (marca ectépica). * indica la presencia de marca ventral de chrd.

Se observé que el tratamiento con AB-catenina-GFP induce expresion ectopica de chrd
en el 82,8% de los embriones (13,2% MVD, 69,6% MVF), similar el efecto que tiene la
coinyeccién de AB-catenina-GFP + St-MO (22% MVD, 78% MVF) (Figura 23b,d,e). Pese a la
falta de suficientes réplicas bioldgicas para el tratamiento AB-catenina-GFP + St-MO, lo que no
permite realizar un analisis estadistico, se observa una tendencia clara de que St-MO no
compromete el fenotipo inducido por AB-catenina-GFP.

Por el contrario, la coinyeccion de AB-catenina-GFP 'y fry-MO resultdé en una disminucion
significativa del numero de embriones con marca ventral de chrd (16,5% MVD, 9,8% MVF)
respecto del tratamiento AB-catenina-GFP (Figura 23b,e,f). Estos resultados muestran una
reduccion significativa en la capacidad dorsalizante de AB-catenina al silenciar Fry, respaldando
la hipotesis de que Fry es necesaria para el establecimiento del organizador dorsal mediado por
B-catenina, independientemente de su regulacion por GSK3.
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5.3 Analizar la estabilidad y localizacién subcelular de B-catenina

Como se menciond en la introduccion, la actividad de B-catenina esta estrictamente
definida por su localizacién subcelular: en la membrana plasmatica tiene un rol estructural en la
adhesion célula-célula y su translocacion al nucleo es clave para la regulacién transcripcional
de genes involucrados en el desarrollo de estructuras dorsales en vertebrados (Azbazdar & De
Robertis, 2024; Clevers, 2006). En el contexto de la via Hippo, Fry cumple una funcién
importante al regular la actividad de los efectores YAP y TAZ (Irie et al., 2020). En analogia con
esta regulacion de YAP/TAZ, surge la hipdtesis de que Fry podria modular la via Wnt candnica
a través del control de la estabilidad y/o localizacion subcelular de p-catenina.

Nuestros resultados funcionales indican que Fry modula la actividad dorsalizante de la
via Wnt/ B-catenina, pero no conocemos el mecanismo molecular subyacente. Para evaluar si
Fry modula la estabilidad y/o localizacidon subcelular de B-catenina, se analizé por microscopia
confocal la abundancia y localizacién de B-catenina-GFP en explantes de zona marginal dorsal
(ZMD) aislados de gastrulas tempranas (St.10.5) de X. laevis. Se eligié este tipo de explantes
ya que en el embridén temprano, f-catenina materna se estabiliza en las futuras células dorsales
de embrion (Miller & Moon, 1997). Con este fin, tal como se esquematiza en la Figura 24, se
inyectaron embriones de 4-células (2xD) con los ARNm H2B-mCherry (que codifica para una
proteina fluorescente roja de localizacion nuclear), mem-mCherry (que codifica para una
proteina fluorescente roja con sefal de localizacion en la membrana celular) y B-catenina-GFP
en presencia o en ausencia de fry-MO. Para cada tratamiento se disecaron explantes de ZMD
(Cervino et al.,, 2021; Davidson, 2022; Griffin et al., 2018), los cuales fueron posteriormente
fijados y montados en camaras para microscopia confocal, tal como se detalla en la seccion de

Materiales y Métodos (Figura 8).

Explante
ZMD

Vista Animal Vista Vegetativa

Microscopia confocal

Figura 24: Esquema experimental para la visualizacién de explantes de ZMD por microscopia.
Embriones de 4-células (St. 3) fueron microinyectados 2xD y en St. 10.5 se aislaron explantes de
ZMD que se montaron para su analisis por microscopia confocal.
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En la Figura 25 se muestran imagenes representativas de un explante control inyectado
con los ARNm: B-catenina-GFP + H2B-mCherry + mem-mCherry (Figura 25a,c) y de un
explante fry-MO: fry-MO (15 ng) + B-catenina-GFP + H2B-mCherry + mem-mCherry (Figura
25d-f). En estos experimentos se utilizé una dosis de 400 pg por embrién del ARNm SB-catenina-
GFP ya que no induce dorsalizacién de los embriones y 400 pg por embrion de cada uno de los
ARNmM H2B- y mem-mCherry. Asi mismo, la intensidad de fluorescencia resulté adecuada para

el andlisis.

H2B-mCherry
Mem-mCherry

B-catenina-GFP

Control

fry-MO

Figura 25: La deplecion de Fry afecta la abundancia de p-catenina-GFP en células
mesodérmicas dorsales. Imagenes de microscopia confocal de explantes de ZMD. a-c) Explante
representativo del control: B-catenina-GFP + H2B-mCherry + mem-mCherry. d-f) Explante
representativo del tratamiento: fry-MO (15 ng) + B-catenina-GFP + H2B-mCherry + mem-mCherry. a
y d) Senal de H2B- y mem-mCherry. b y e) Sefial de p-catenina-GFP. ¢ y f) Fusion H2B- y mem-
mCherry + B-catenina-GFP. Cada uno de los ARNm se inyect6 en la dosis de 400 pg por embrién.

En explantes control, la sefial de B-catenina-GFP se observo en el nucleo, el citoplasma
y la membrana celular (cito+tmem) (Figura 25b). En cambio, en explantes tratados con fry-MO,
aunque la senal de [B-catenina-GFP se detecté en estos tres compartimentos celulares, se
observo una disminucién drastica de su intensidad en toda la célula respecto del control (Figura
25b,e). En las imagenes no se observan diferencias en la intensidad de fluorescencia de H2B- y
mem-mCherry entre tratamientos, lo que sugiere que la ausencia de Fry tiene un efecto

especifico en la abundancia de B-catenina-GFP (Figura 25a,d). Por este mismo motivo, en las
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cuantificaciones se normalizé la intensidad de [-catenina-GFP respecto de la sefial de
mCherry.

Con el fin de cuantificar la abundancia de B-catenina-GFP en las células de los
explantes, se graficé su intensidad de fluorescencia en células individuales provenientes de un
mismo explante con un color distintivo (circulos) como asi también, la media de cada explante

(rombos) (Figura 26).
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Figura 26: La depleciéon de Fry disminuye significativamente los niveles de B-catenina-GFP
total y nuclear en células mesodérmicas dorsales. a-c) SuperPLot: Intensidad de fluorescencia [3-
catenina-GFP relativizada a H2B- y mem-mCherry, normalizada al tratamiento control. N: nimero de
explantes. n: numero de células. Los puntos equivalen a la intensidad relativa de fluorescencia en
cada célula individual y los rombos a la intensidad relativa de fluorescencia media de cada explante.
Cada explante se representa con un color distintivo. Se presenta la media de las medias y su
intervalo de confianza 95%. a) p-catenina-GFP celular b) p-catenina-GFP cito+mem ¢) -catenina-
GFP nuclear. Analisis estadistico: Test no paramétrico de Mann—Whitney, dos colas (ns p = 0,0952; t
p = 0,0159; 1 p = 0,0079, **** p < 0,0001). Las comparaciones entre los dos grupos experimentales
se realizaron considerando como unidad experimental a cada explante. T indica diferencias
significativas entre medias por explante. * indica diferencias significativas en el conjunto de células.

Los graficos muestran una disminucién en la intensidad de B-catenina-GFP en las
células de explantes tratados con fry-MO, respecto al control. Se puede apreciar que hay
variabilidad homogénea en los explantes de cada tratamiento y una mayor dispersion en los
explantes control. Si bien el experimento se realizé una Unica vez, el analisis estadistico de las
imagenes evidencid que tanto la abundancia total como la nuclear de B-catenina-GFP
disminuyen significativamente en los explantes coinyectados con fry-MO respecto a los
explantes control, tanto comparando valores de células individuales, como las medias de cada

explante (Figura 26a,c). Si bien la abundancia de p-catenina-GFP citotmem también
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disminuye significativamente al comparar células individuales, la variacion no resultd
significativa al comparar las medias de cada explante entre tratamientos (p = 0.0952) (Figura
26b). A partir de estos resultados se puede inferir que el silenciamiento de fry reduce la

abundancia de [(-catenina en células mesodérmicas dorsales.

Para evaluar si ademas de la abundancia total de B-catenina-GFP cambia su
distribucion subcelular, se graficéd el cociente de la fluorescencia nucleo/cito+mem (N/C) (Figura
27).
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Figura 27: La deplecion de Fry disminuye la proporcion de B-catenina-GFP en el nicleo de
células mesodérmicas dorsales. Intensidad de fluorescencia 3-catenina-GFP relativizada a H2B y
mem-Cherry, por célula segun tratamiento y normalizada al control. Los puntos equivalen a la
relaciéon de intensidad N/C de cada célula individual y los rombos a la intensidad N/C media de cada
explante. N: nimero de explantes. n: nimero de células individuales. Analisis estadistico: Test de
Mann-Whitney, dos colas (1 p = 0,0159, **** p < 0,0001). Las comparaciones entre los dos grupos
experimentales se realizaron considerando como unidad experimental a cada explante 1 indica
diferencias significativas entre medias por explante. * indica diferencias significativas en el conjunto
de células.
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En esta figura se observa que el cociente nucleo/citoplasma (N/C) de B-catenina-GFP se
redujo significativamente en el tratamiento con fry-MO. Este resultado indica que la deplecion
de Fry impacta negativamente en la acumulacién nuclear relativa de B-catenina-GFP (Figura
27). En conjunto, estos resultados indican que Fry regula la abundancia de B-catenina y su

distribucion subcelular, promoviendo su localizacion nuclear.
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Discusion y Conclusiones

6.1  Fry interactua funcionalmente con la via Wnt/B-catenina

El establecimiento de los ejes corporales del embrién de vertebrados depende
inicialmente de la acumulacién temprana de [(-catenina en el nucleo de las futuras células
dorsales, un proceso que en la gastrula de X. laevis activa la expresion de genes del OD, como
chordin, noggin y goosecoid (Funayama et al., 1995; Heasman, 1994; Vonica & Gumbiner,
2007). En este contexto, la deplecion dorsal de Fry resulta en un fenotipo caracteristico de
embridon ventralizado, con acortamiento del eje anteroposterior, reduccion de estructuras
cefalicas y reduccion de la expresion de genes del OD (Cervino et al., 2021; Goto et al., 2010).
Ademas, resultados previos del laboratorio sugieren que Fry es necesaria para el
establecimiento de un eje embrionario secundario inducido por wnt8 (Figura 5). En este trabajo

comenzamos a analizar a qué nivel Fry modula la via Wnt/B-catenina.

6.1.1 B-catenina no rescata el fenotipo de deplecién dorsal de Fry

Dada la importancia de B-catenina en el establecimiento del OD y la formacion de
estructuras dorsales y cefalicas, evaluamos si su sobreexpresion podia revertir el fenotipo
generado por la deplecion dorsal de Fry. Observamos que la sobreexpresion de B-catenina
no rescata el fenotipo producido por knockdown dorsal de fry en embriones de X. laevis
en St. 30 (Figura 13). La ausencia de rescate sugirié varios escenarios no excluyentes: (i) Fry
podria actuar en una via paralela a Wnt/B-catenina; (ii) Fry podria actuar rio abajo de [3-
catenina, de modo que su silenciamiento bloquea la funcion de esta proteina; o (iii) Fry podria
participar del desarrollo de estructuras dorsales y anteriores regulando distintas vias en
diferentes momentos, algunas de las cuales no pueden ser compensadas por la sobreexpresion
de B-catenina. No obstante, en cualquiera de los casos, el resultado indica que la
sobreexpresion dorsal de B-catenina no es suficiente para rescatar el fenotipo inducido por fry-
MO en estadio de brote caudal. Seria interesante evaluar el rescate mas temprano en el
desarrollo (blastula/gastrula), analizando la expresién de genes regulados directamente por 3-
catenina materna (xnr3 y siamois) y de genes marcadores del OD afectados por la deplecién de
Fry (Cervino et al., 2021).

6.1.2 Fry regula la actividad dorsalizante de la via Wnt/B-catenina

Nuestra evidencia preliminar indica que Fry modula la sefalizacion Wnt inducida por el
ligando Wnt8 (Figura 5). Al igual que Wnt8, la sobreexpresion ventral de la proteina efectora en

esta via, B-catenina, puede inducir un eje secundario en embriones de X. laevis (Funayama
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et al., 1995; Guger & Gumbiner, 1995). Al evaluar el efecto de la deplecion de Fry sobre este
fenotipo, observamos una marcada inhibicion sobre la induccion de eje secundario por -
catenina-GFP. Este resultado sugiere que Fry actia a nivel de la sefalizacién mediada por
B-catenina en la via Wnt-canénica (Figura 17).

Las modificaciones postraduccionales de [B-catenina determinan las interacciones de
esta proteina, regulando su localizacién, estabilidad y actividad segun el contexto celular
(Valenta et al., 2012). La construcciéon AB-catenina-GFP permite discriminar si el requerimiento
de Fry observado en la induccién de ejes secundarios por 8-catenina-GFP es o no dependiente
de la regién N-terminal, comprendida entre los residuos 1-47. Si bien AB-catenina es insensible
a la degradacion mediada por GSK3, permitiendo analizar la dependencia de este mecanismo
de degradacién candnico (Heasman et al., 2000; C. Liu et al., 1999; Yost et al., 1996), no esta
exenta de ser degradada por otros mecanismos independientes de su dominio N-terminal
(Dimitrova et al., 2010; Fujita et al., 2002; Mulholland et al., 2003; Shang et al., 2017; Tejeda-
Munoz & De Robertis, 2022).

Similar a lo observado con (-catenina, los resultados muestran que la coinyeccién con
fry-MO redujo significativamente la capacidad de AB-catenina-GFP de inducir un eje
embrionario secundario (Figura 20). Consistente con este resultado, la deplecion de Fry redujo
el porcentaje de embriones con expresion ectdpica del gen marcador del OD, chrd (Figura 23).
Este ultimo experimento sugiere que la presencia de Fry es necesaria en la induccién del OD
por Wnt/B-catenina. Para confirmar la especificidad de estos efectos inhibitorios, en el futuro se
realizaran experimentos coinyectando (2xV) B-cateninalAB-catenina-GFP, fry-MO y el ARNm
fry-full-length o la versién FD-LZ (insensibles a fry-MO).

Nuestra evidencia indica que, en embriones de X. laevis, Fry seria necesaria para la
activacion temprana del programa dorsalizante, regulando la sefalizaciéon de la via Wnt-
candénica a nivel o rio abajo de B-catenina mediante al menos un mecanismo
independiente de su region N-terminal. Asimismo, estos hallazgos son consistentes con la
falta de rescate fenotipico de la deplecion dorsal de Fry por parte de B-catenina. Sin embargo,
no podemos descartar que Fry paralelamente también esté regulando una via que module la

funcién nuclear de B-catenina.

6.2 Fry contribuye a la estabilidad y localizacién subcelular de

B-catenina

B-catenina cumple distintas funciones segun su localizacién subcelular, y su dinamica
esta regulada por multiples modificaciones postraduccionales, asi como por su asociacion con
diferentes proteinas en cada compartimento (Valenta etal.,, 2012; van der Wal & van

Amerongen, 2020). En el embridon de vertebrados, la localizacion subcelular de [B-catenina
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materna es determinante para su actividad transcripcional ya que su acumulacion
citoplasmatica y translocacion al nucleo en las futuras células dorsales es esencial para activar
el programa dorsalizante (Huber etal., 1997; Shang etal., 2017; Shi, 2024). Nuestros
experimentos funcionales sugieren que Fry regula la actividad de B-catenina, sin embargo, no
esclarecen el mecanismo molecular involucrado. Para investigar este aspecto de la regulacion,
evaluamos por microscopia confocal la abundancia y la distribucién subcelular de B-catenina-
GFP en explantes de ZMD de embriones coinyectados con fry-MO.

Los resultados obtenidos revelan que la abundancia de B-catenina-GFP total y nuclear
en células de ZMD disminuye significativamente al deplecionar Fry, y que la abundancia en
citotmem tiende a disminuir (Figura 26). Esto indica que Fry seria necesaria para la estabilidad
de B-catenina. Esta contribucion a la via Wnt candnica podria ser mediante uno o mas
mecanismos involucrando una reduccién de su degradacién o una alteracién en su localizacion.
En particular, la disminucién de B-catenina-GFP en el nlcleo de células fry-deplecionadas es
consistente con los resultados de inhibicion de la funcién dorsalizante de (-catenina y Ap-
catenina en gastrulas y estadios de brote caudal (Figura 17, Figura 20 y Figura 23).
Notablemente, al calcular la relacién de B-catenina-GFP nuclear con respecto a cito+tmem
(Figura 27), corroboramos que adicionalmente, la pérdida de funcion de Fry afecta la
distribucion subcelular de esta proteina.

Una vez en el nucleo, B-catenina puede activar la transcripcién de genes blanco de la
via (Clevers, 2006b; Clevers & Nusse, 2012; Funayama et al., 1995; Van Amerongen et al.,
2012; van der Wal & van Amerongen, 2020). En este contexto, nuestros resultados sugieren
que Fry promueve la actividad nuclear de B-catenina, y que la reducciéon de los niveles
nucleares de B-catenina-GFP en presencia de fry-MO se correlaciona con una reducciéon
de dicha funcion. De esta manera, los resultados vinculan de manera causal el fenotipo
con una alteracion en la distribuciéon subcelular del efector de la via Wnt-canénica.

Para completar este analisis proponemos evaluar la distribucion y abundancia de B-
catenina endégena mediante inmunofluorescencia y Western Blot, asi como también repetir los
ensayos en explantes de ZMD incorporando mas experimentos independientes y controles de
especificidad con St-MO y rescates con ARNm de Fry resistentes a fry-MO.

Seria interesante también analizar en explantes de ZMD la localizacién y abundancia de
distintas variantes de B-catenina, como AB-catenina-GFP y otras que afectan su distribucion
subcelular (Choi & Han, 2005; Griffin et al., 2018; Park et al., 2013). El hecho de que AB-
catenina no esta exenta de ser degradada por mecanismos independientes del dominio N-
terminal, subraya la complejidad regulatoria de esta proteina (Dimitrova et al., 2010; Fuijita et al.,
2002; Mulholland etal., 2003; Shang etal.,, 2017; Tejeda-Munoz & De Robertis, 2022).
Asimismo, la translocacion de B-catenina entre el nucleo y el citoplasma, también es un evento
altamente regulado por cofactores presentes en ambos compartimentos (Fagotto, 2013; Griffin
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et al., 2018; Hwang et al., 2022; L. Xu & Massagué, 2004). El control de la localizacion de [3-
catenina a través de la regulacion de mecanismos de transporte, podria también explicar los
resultados funcionales y de microscopia presentados en esta tesis.

Experimentos complementarios nos permitirdn esclarecer la participacion de Fry tanto
en mecanismos de degradacion no-candnicos como de distribucion de B-catenina en distintos

compartimentos celulares.

6.3 FRY como proteina de andamiaje

Si bien Fry ha sido descripta como una proteina de andamiaje estructural en la via
Hippo no-candnica (Hergovich et al., 2006; Irie et al., 2020; Nagai et al., 2013), su potencial
participacién en otras vias de sefnalizacién no habia sido explorada. La funcion principal de las
proteinas de andamiaje es agrupar multiples componentes de una o mas vias de sefalizacion
para facilitar las interacciones de manera ordenada y efectiva (DiRusso et al., 2022; Good et al.,
2011). Ademas de organizar espacialmente, las proteinas de andamiaje también actuan como
puntos de control regulatorio, contribuyendo a modular las respuestas de las vias segun el
contexto celular. Asimismo, la naturaleza modular de estas proteinas es crucial para la
evolucidon de nuevas vias de sefalizacién, al permitir la recombinacion de modulos
preexistentes (DiRusso et al., 2022; Good et al., 2011).

Con el fin de compilar y caracterizar las proteinas que interactian con FRY, llevamos
adelante un analisis bioinformatico empleando bases de datos publicas que arrojoé 24 proteinas
cuya interaccion fisica cuenta con evidencia experimental (Figura 9). Esta lista de interactores
esta conformada por proteinas entre las que se destacan caracteristicas funcionales de tipo
quinasas y quinasas de serina-treonina, union e hidrélisis de ATP y uniébn a cromatina.
Ubicadas tanto en el nucleo como en el citoplasma y otros compartimentos celulares, las
proteinas con las que interactuaria FRY participan de diversos procesos celulares como
remodelado de la cromatina, regulacion del ciclo y morfogénesis celular (Figura 11).

Al mapear las regiones de FRY involucradas en la interaccién con otras proteinas, se
observa que tiene multiples dominios de interaccién. Con las quinasas SIRT2 y STK38/NDR1
interactua a través del domino FD N-terminal y con TNIK, AURKA, CDK1 y PLK1 a través del C-
terminal (Chiba et al., 2009b; Ikeda et al., 2012; Irie et al., 2020; Nagai et al., 2013; Slgis et al.,
2019). Las regiones de Fry involucradas en interacciones a través del N-terminales se ubican
en zonas altamente conservadas, mientras que las interacciones mediadas por el C-terminales
se localizan tanto dentro del dominio LZ (2874-3013, altamente conservado) como en
segmentos adyacentes con menor conservacion de la secuencia (Figura 9).

La relacion de Fry con la via Hippo se evidencia por la interaccion con 13 proteinas que

son parte o regulan directamente componentes de esta via de sefializacion. Por otro lado, la
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interaccion de FRY con una gran cantidad de proteinas claves de la via Wnt o en interaccion
con sus componentes (13) es una asociacidon novedosa. Este andlisis respalda la hipotesis
central de esta tesis respecto de una interaccion funcional entre FRY y la via Wnt candnica.

En el nucleo del diagrama de Venn las cinco quinasas con funciones en la regulacién de
las vias Hippo y Wnt (AURKA, CDK1, PLK1, STK38 y TNIK) resultan especialmente relevantes
para futuros experimentos orientados a dilucidar los mecanismos mediante los cuales Fry
contribuye al desarrollo embrionario. En particular, Tnik (Traf2- and Nck-interacting kinase), es
una Ser-Tre quinasa involucrada en varios procesos y vias de sefalizacion, entre ellos la via
Whnt/B-catenina (Mahmoudi et al., 2009; Satow et al., 2010), la regulacién del citoesqueleto de
actina (Fu et al., 1999; Taira et al., 2004) y el crecimiento y la arborizacion de las neuritas en el
desarrollo de neuronas (Jiang et al., 2024). Adicionalmente regula la epibolia en zebrafish
(Képpen et al., 2006) y la extension-convergente en X. laevis a través de la via Wnt/PCP
(Mikryukov, 2012). En cuanto a su relacién con la via Wnt/B-catenina, se ha descripto que Tnik
se une directamente a TCF4 y a B-catenina, promoviendo la fosforilacion de TCF4, un paso
clave en la regulacién de genes blanco (Mahmoudi et al., 2009; Taira et al., 2004). Ademas, al
fosforilar y activar LATS1/2, Tnik también estimula la via Hippo candnica (Meng et al., 2015). En
este contexto, la interaccién de Fry con Tnik podria favorecer su acumulacién nuclear y, con
ello, la activacion de los genes dependientes de Wnt/B-catenina.

Asi mismo, teniendo en cuenta que Fry regula la extensién-convergente del mesodermo
dorsal (Cervino et al., 2021), y que este proceso morfogenético depende de la via Wnt/PCP, es
posible hipotetizar una interaccion funcional entre Fry y Tnik en este proceso del desarrollo
temprano de vertebrados. En este sentido, seria muy interesante investigar la relacién Fry-Tnik

mediante experimentos de funcionales en embriones de X. laevis.

Las funciones asociadas a las proteinas compiladas en interaccién con FRY y el analisis
de ontologia génica, evidencian una alta interaccién funcional entre las vias Hippo y Wnt con
procesos de regulacion del ciclo celular, y destaca un nucleo de quinasas compartidas (Figura
10 y Figura 11). La presencia predominante de quinasas y proteinas remodeladoras de la
cromatina, localizadas tanto en el citoplasma como en el nucleo, respalda la evidencia
experimental que sugiere que FRY actuaria como una plataforma de ensamblaje o un regulador
estructural de complejos de sefalizacion con componentes presentes en distintos
compartimentos celulares. En conjunto, el andlisis funcional del interactoma de FRY la
perfila como una plataforma de ensamblaje y coordinadora de procesos relacionados
con la proliferacién, la polaridad celular y la regulaciéon del ciclo celular, destacando la
presencia de proteinas de las vias de senalizacion Hippo y Wnt.

La evidencia indica que existe una compleja red de interacciones entre las vias de
sefalizacién Hippo y Wnt/B-catenina que depende del estado de activacion de cada una, del
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contexto celular, asi como de la localizacion subcelular de sus efectores (Azzolin et al., 2012,
2014; Brooun et al., 2022; Heallen et al., 2011; Varelas et al., 2010). Resulta interesante en el
contexto de nuestros resultados, un estudio reciente en el cnidario Hydra, que demuestra que
componentes de la via Hippo regulan la formacion y la morfogénesis del eje corporal. De
manera similar a lo observado en mamiferos y otros invertebrados, en Hydra una alta densidad
celular reduce los niveles nucleares de Yap (Hippo activa). El trabajo demostré que la
inactivacién de Yap en la zona de formacion de un nuevo brote promueve la activacion de la via
Whnt/B-catenina y la formacion de dicho eje (Brooun et al., 2022).

El crosstalk entre las vias Hippo y Wnt, ofrece un posible mecanismo para interpretar
como la arquitectura celular y las fuerzas mecanicas del tejido pueden modular el resultado
transcripcional de [(-catenina y, en consecuencia, el programa de desarrollo del embrion.
Dilucidar las funciones de Fry en el cruce entre estas vias requerira mas estudios y podria tener
implicancias sobre el conocimiento del desarrollo embrionario, la homeostasis de tejidos y

enfermedades como el cancer.

6.4 Conclusiones

Los resultados de este proyecto indican que existe una interaccién funcional entre Fry y
la via candnica Wnt/B-catenina. Los experimentos muestran que Fry es necesaria para la
activacion temprana del programa dorsalizante, contribuyendo a la sefalizacién inducida por
activacion de la via Wnt/B-catenina en embriones de X. laevis. Establecimos que Fry regularia
esta via rio abajo de B-catenina mediante un mecanismo independiente de su regién N-
terminal. Adicionalmente, vinculamos la inhibicién del fenotipo de eje duplicado con la
disminucion de la abundancia de B-catenina-GFP y alteraciones en su distribucién subcelular en
ausencia de Fry.

Si bien el mecanismo molecular ain no esta completamente esclarecido, podemos
plantear tres posibilidades no excluyentes: (i) Fry podria regular directamente la estabilidad de
B-catenina, inhibiendo su degradacién citoplasmatica; (ii) Fry podria modular la distribuciéon de
B-catenina, controlando su localizacion subcelular y promoviendo su ingreso al nucleo; y (i) Fry
podria influir indirectamente sobre la actividad transcripcional de B-catenina, por ejemplo,
modulando otros componentes del complejo transcripcional efector de la via Wnt o la via Hippo.
En este contexto, Tnik y Stk38/Ndr1, se presenta como buenos candidatos.

Asimismo, [B-catenina presenta funciones pleiotrépicas, y es posible que esté
interactuando funcionalmente con Fry para una o varias de ellas. B-catenina es un componente
clave de las vias de mecanotransduccién, actuando como parte de un complejo de unién celular
que responde a la tension mecanica del tejido (Ayad etal.,, 2023; Roéper et al., 2018). La

gastrulacion, los movimientos de extension-convergente y los cambios de forma celular
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dependen de la tension tisular y de la retroalimentacion entre la arquitectura celular y las vias
de sefalizacion (Keller et al., 2003; W. Kim & Jho, 2018; Solnica-Krezel & Sepich, 2012). El
papel de Fry en la organizacion del citoesqueleto, centrosomas, y en el ensamblaje de la matriz
extracelular sugiere que los efectos observados sobre la sefializacion Wnt/B-catenina podrian
no limitarse a la regulacion molecular directa, sino también involucrar un componente mecanico,
siendo que ambas proteinas regulan procesos compartidos como organizacién del huso
mitético y division celular (Cervino et al., 2021; Chilov et al., 2011; P. Huang et al., 2007; lkeda
etal.,, 2012; Nagai etal.,, 2013; Quyn etal, 2010). En este contexto, alteraciones en la
organizacion del citoesqueleto o en la integridad de la matriz fibrilar causada por la pérdida de
funcién de Fry podria modificar las propiedades fisicas del tejido y, a través de ellas, la
actividad transcripcional de efectores mecanosensibles como B-catenina o YAP, por ejemplo.
De este modo, Fry no sélo integraria informacion bioquimica entre las vias Hippo y Wnt, sino
que también funcionaria como un mediador del acoplamiento sefial-mecanica que coordina la
morfogénesis y la especificacion de destino celular en el embrién temprano. Por otro lado, el
control de la dindmica del citoesqueleto que ejerce Fry podria ser otro mecanismo de transporte
intracelular que regule directa o indirectamente la distribucién de B-catenina (Norkett et al.,
2020).

En resumen, los hallazgos de esta tesis aportan nueva evidencia sobre la funcién
relevante de la proteina Fry en el establecimiento de la arquitectura corporal de X. laevis.
Proponemos que, como proteina de andamiaje, Fry actuaria como un nodo integrador de
diversas vias segun el contexto celular. Al profundizar en esta conexioén funcional entre Fry y
Whnt/B-catenina, este trabajo contribuye a comprender cémo las proteinas de andamiaje pueden
integrar multiples sefiales durante el desarrollo embrionario, abriendo nuevas lineas de

investigacion.
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