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LABURPENA






Organogenesia seinalizazio bide ezberdinez gidatutako prozesu konplexua da. Askotan organu
ezberdinen garapena seinalizazio faktore berdinez dago erregulatuta. Gainera, seinalizazio bideen
ikerketa garapena ezagutarazteko erabiltzeaz aparte, minbizia eta ehunen birsorkuntza zelan
gertatzen diren jakiteko ere balio digu.

Lan honetan, listu-guruinaren garapena aztertu dugu. Listu-guruinaren organogenesia adrakatze
morfogenesia deituriko prozesuaren bidez ematen da. Garapen prozesu hau beste organo
batzuetan ere ematen da, esaterako, birikietan, giltzurrunetan eta ugatz guruinetan.

NOTCH seinale bidea, garapenean dauden ehunetan, seinalerik aztertuenetako bat da, non orain
dela gutxi deskribatu diren DLK1 eta DLK2 lotugai ez kanonikoak dauden.

Gure lanaren helbururik nagusiena, DLKlen eta DLK2ren funtzioa ezagutzea izan zen. Batetik
NOTCH seinalizazioan duten efektuak argituz eta bestetik baraila azpiko listu-guruinaren (SMG:
submandibular salivary gland) garapenean jokatzen duen rola aztertuz. Hau egiteko, sagu
enbrioien SMGen hazkunde organotipikoak egin genituen, sDLK1 edo DAPTrekin ( y-sekretasaren
inibitzaile erreaktiboa). Bestalde, DIk1 (-/-) saguarekin ere esperimentuak egin genituen.

Gure emaitzek DLK1 eta DLK2 lotugaiak garapeneko listu-guruinaren maila altuetan adierazten
direla erakutsi zuten. Aldiz, sagu helduko listu-guruinetan DLK1-2ren adierazpen mailak murriztu
egiten dira, emaitza hauek DLK1-2 SMGaren morfogenesian parte hartu dezaketelaren ideia eman
zigun.

Bestalde, enbrioien SMG hazkuntzetan, sDLK1 edo DAPTrekin inhibituriko NOTCH seinale bideak,
listu-guruinaren adarkatze morfogenesia kaltetzeaz aparte, inerbazioa murriztu eta azinoen
barneko zelula progenitore epitelialen apoptosia eragiten zuen.

NOTCH seinalearen inhibitzaileek SMGaren inerbazioa oztopatzen dutenez, karbakola (CCh) erabili
genuen, inerbazio kolinergikoaren ordezko gisa bezala, modu honetan SMGaren garapena
berreskuratzeko. CChak SMGaren adarkadura morfogenesia partzialki laguntzen zuela ikusi genuen,
baina NOTCH seinale bidearen inhibizioa eteten zenean baino ez. Eraberean, konturatu ginen
NOTCH inhibizioak sortutako morfogenesi akasduna ez zela bakarrik inerbazioa kaltetuaren

ondorioz, isolatutako epitelioen morfogenesian DLK1ek eta DAPTk eragina zutela ikusi baigenuen.

DIkl (-/-) saguaren listu-guruinen analisiarekin, DLKlen gabeziak listu-guruinaren tamaina
murrizten duela ondorioztatu genuen. Gainera, pilokarpina bidezko estimulazioaren ondoren
denboran neurtutako listu jariakina murriztuta dago sagu KOean. Sagu DLK1 KOaren listu-guruinen
histologia eta TEMko argazkiek SMG normalak eta osasuntsuak aurkeztu zituzten, baina

ama/progenitore zelulen populazioa handituta agertzen zen.

Orokorrean, lan honek NOTCH seinalizazioko lotugai ez kanonikoek, DLK1 eta DLK2, saguen listu-
guruinen garapenean duten garrantzia deskribatzen du. Ondorio gisa, DLK1en adierazpen mailak
garapenean dauden guruinen ama/progenitore zelulen sorkuntzaren sustapen eta eragozpen

arteko mekanismoaren oreka finean parte hartzen du.
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1.1 LISTU-GURUINAK

Listu-guruinak aho barrunbearekin loturiko organoak dira. Hauen funtzioa listua
ekoiztea da. Listua hitz egiteko, dastamenerako, murtxiketarako, irensketarako eta
digestiorako ezinbestekoa da. Listuak, lubrikazio, aho immunitatea eta homeostasia
funtzioa du. Aldi berean, aho barrunbeko zaurien osatzean ere parte hartzen du,
hazkunde faktoreak eta peptido biologikoak kantitate txikian listuan disolbaturik

daudelako.

Gizaki eta karraskarien listu aparatua hiru guruin nagusiz dago osatuta: barailpeko listu-
guruina (submandibular salivary gland edo SMG), listu gehien jariatzen duena,
mihipeko listu-guruina (sublingual edo SLG) eta parotida (parotid edo PG). Guztiak aho
barrunbearekin konektaturik daude jariapen-hodi baten bitartez. Gainera, aho eta
mingaineko mukosak listu-guruin txikiz beterik daude (600-1000) eta hauen hodiak
motzak eta adarkatuak dira (Tucker AS, 2007).

HODI KOLEKTOREAK

A
| | 1

GCTak (HODI BIKORDUN BIHURGUNETSUAK)

AZINOAK

INTERKALARRAK

1.Irudia. Saguaren SMGaren egitura eskematikoa. Alde batetik azino mukitsuak eta azino serosoak
zelula mioepitelialez* inguraturik daude. Listuaren bidea azinoetatik diametro txikiko hodi
interkalarretara doa. Ondoren handigoak diren GCT (granular convoluted tubules) hodietara doa
handiagoak direnak eta ohiko bikorrak dituztenak. Listua GCTetatik pasa ostean hodi ildaskatuetara
garraiatzen da, ohin-aldeko mintz tolesdurak dituztenak. Azkenik hodi biltzailetara garraiatzen da. Hodi
honek argirik handiena du eta epitelio sasigeruzatuaz osaturik dago (www.pathologyoutlines.com

orrialdetik moldatua).


http://www.pathologyoutlines.com/topic/salivaryglandsnormalhistology.html

Sarrera

Listu-guruina (1.lrudia) azinoz eta jariapen hodietaz osaturik dago. Azinoak serosoak
edo mukitsuak izan daitezke, horrela deituak bere jariakinaren arabera, urtsua edo
likatsua, hurrenez hurren. Muki zelulek muzina jariatzen dute, karbohidrato kateak
dituzten glikoproteina luzeak. Orokorrean, muzinek karga negatiboa dute listuaren
likatasunean lagunduz. Azino serosoko zelulek proteinak jariatzen dituzte, adibidez
amilasa. Gainera, zenbait azinori seromukitsu deritze,muzinak zein proteinak jariatzen
dituztelako. Listua azinoetan ekoiztu eta hodietan zehar honen konposaketa aldatu
egiten da. Azinoetan listua hodi interkalarretatik hodi ildaskatuetara garraiatzen da.
Gizakietan ez bezala, karraskarien SMGetan beste hodi bat agertzen da, interkalarren
eta ildaskatuen artean, hodi bikordun bihurgunetsuak (GCTak). Hodi hauek dimorfismo
sexualaren menpe daude, arretan ugariagoak izaten direlarik, emeetan baino (Osamu

Amano et al., 2012).

Izar itxurako zelula mioepitelialek azinoak eta hodi interkalarrak inguratzen dituzte.
Zelula hauen uzkurketak, sistema sinpatikoa eta parasinpatikoaren estimuluen menpe

dago eta listua azinoetatik kanporatzea eta hodietatik garraiatzea eragiten du.

Saguen listu-guruin parotida (2.lrudia.D) gehien bat serosoa da, horregatik H/E
tindaketarekin basofiloa agertzen da. Aldiz, SLGaren (2.lrudia.B) edukiera mukosoa da
gehien bat, beraz, hematoxilinarekin ahulago tindatzen da. SMGa (2.lrudia.A) listu-

guruin mistoa da, zelula seroso eta mukitsuz osatuta.

da (gezia GCTa seinalatzen du) (B) Mihipelo listu gurina edo SLG H/Erekin tindatuta, mukitsua da. (D)

Listu-guruin parotida edo PGa, H/E rekin andipenetan (gezia hodi ildaskatuak)
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Sagu ar eta emeen hiru listu-guruin handienen aktibitatearen artean diferentziak
daude. Adibidez, aminotranferasa aktibitatea antzekoa da ar eta emeen parotidan zein
mihipeko listu-guruinetan, barailpeko listu-guruinetan berriz aktibitatea 10 bider
altuagoa da arretan emeetan baino (Hosoi K et al., 1978). Nahiz eta helduetan listu-
guruinek antzekotasun morfologikoa izan ezberdintasunak daude beraien

funtzionamenduan.

Maiz zenbait gaitzek, gaixotasunek edo buruko eta lepoko minbizien kontrako
erradioterapiek, listu-guruinaren funtzioa kaltetu dezakete. Asaldatze hauek
Xerostomia (“aho lehorraren sindromea”) izeneko disfuntzioa eragiten dute,
pazienteetzat deserosoa izanik eta negatiboki eragiten du beraien bizi-kalitatean
(Bouma et al., 2003; Vissink et al., 2010). Beraz, listu-guruinen garapena ezagutzeko
eta erregeneraziorako estrategiak diseinatzeko interes handia dago. Horretarako, listu-
guruinetako ama zelulen biologiaren ezagupena (Lombaert et al., 2008), inerbazioa
(Knox et al., 2013) eta listu-guruinaren morfogenesia zuzentzen duten zelulen arteko
seinalizazio bideak (Rebustini IT and Hoffman MP, 2009; Dang et al., 2009; Jaskoll et
al., 2004a; Jaskoll et al., 2004b; Patel et al., 2011) sakonki ikertzea beharrezkoa da.

1.2 LISTU-GURUINEN GARAPENA

Hiru listu-guruin bikote nagusiak aho epiteliotik sortzen dira. Aho ektodermoaren eta
sabel gaineko endodermoaren artean agertzen dira. Hala ere, ez dakigu zein den listu-
guruinak sortzen diren toki zehatza, estomodeoa eta jatorrizko faringearen kabitatea
banatzen diren puntutik hurbil egongo da (Dudek R and Fix JD, 1998). Epitelio honen

enbrioi jatorriaren datuetan eztabaida dago.

Hasiera batean listu-guruin parotidak ektodermo jatorria zutela iradoki zen,
barailpekoa eta mihipekoak berriz endodermo jatorria (Avery J, 2002). Baina, listu-
guruinaren aitzindariak hepatoktemizatuta zegoen gibel baten areko zeluletan eta
hepatozitoetan diferentziatu ahal zirela jakin zenean (Hisatomi Y et al., 2004) jatorri
endodermikoaren hipotesia indartu zen. Ordea, nahiz eta mikroinguru egoki batean
listu-guruinen zelula aitzindariak zelula hauetan desberdintzeko ahalmena dutela argi
egon, froga hau ez da nahikoa in vivo listu-guruinak endodermotik eratortzen direla

esateko.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hosoi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=708787
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Genetikako leinu jarraipena teknikari esker eta leinu-ezpezifiko Cre gidariak erabiltzen,
Cre-rekonbinasak DNAn delekzioak eragiten ditu, gene espezifikoen sekuentziak
gehitzen. Sekuentzia hauen produktuak koloretsuak dira horrela gidariekin listu-
guruineko zenbait zelulen jatorria ezagutzea lortu da. Wntl-cre leinu jarraipenarekin
ikusi den bezala (Jaskoll T et al., 2002) mesenkimak eta nerbioek gandor neuralean
dute jatorri. Azkenaldian egindako leinu jarraipen esperimentuak, Sox17-2A-iCre/R26R
sagua erabiliz, non endodermoko zelulak markatuak dauden, hiru listu-guruin nagusien
epitelioek endodermoko jatorria ez dutela erakutsi da, ektodermoko leinua sustatuz

(Jaskoll T., 2003).

Gainera, animali ereduen eta giza mutazioek eragindako displasia ektodermikoak
(jatorri ektodermikoko ehunak bereziki erasaten dituen garapeneko sindrome bat), listu
gurin nagusiak ektodermoan dauden zelula multipotenteengandik abiatuta sortzen
direla erakustsi du. Dena den, datu guzti hauek ez dira argudiatze erabakigarriak, listu-
guruinen ektodermoko jatorria positiboki berretsi behar da (Patel NV and Hoffman MP,

2014).

Enbrioian, lehenengo barailpeko listu-guruina garatzen da, jarraian mihipekoa eta
azkenik parotida. Ugaztunen listu-guruinak enbrioi garapenean sortzen dira, adarkatze
morfogenesia deituriko prozesuaren bitartez. Prozesu hau ezinbestekoa da beste
organo batzuen garapenerako ere, esaterako, birikiak, giltzurruna eta ugatz

guruinentzako (Tucker AS, 2007).

Listu-guruinaren garapenaren hasiera, zelulen proliferazio eta barneratze koordinatu
batekin hasten da. Borobil itxurazko epitelioa, kimua izenekoa, hazi egiten da eta
inguratzen duen mesenkima bultzatzen doa. Aldi berean zelulak mugitzen, hiltzen eta
elkar erlazionatzen dira. Epitelioko zelulak, mesenkima, neurona eta endotelioko
zelulekin harremanetan jartzen dira. Ostean desberdintzapena ematen da zelula mota

ezberdinak sortuz.
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Sagu SMGren garapenaren hasiera (3.lrudia), hastapen garaian, mihi alboko
epitelioaren loditze bezala ikusten da, hau enbrioiaren garapeneko 11,5 (E11,5)
egunean gertatzen da. Gero, E12,5 egunean epitelioa inbaginatu egiten da eta kimu
epitelioa sortzen da, hodi printzipal primitibo baten bidez aho azalari lotuta dagoena.
Garai sasiguruindarraean, E13,5an, epitelio hau adarkatzen doa gutxi gorabehera 3-5
kimu sortuz PSGren axoiez inguratuta. Garapenean dauden hiru kimu hauek saguaren
listu-guruin helduaren lobuluei dagozkie. E15,5ean, hodi gehienek, zeintzuk zelula
multzo batez osatuta daudenak, barruko argiak sortzen dituzte zelulen polarizazioa
dela eta, garai honi kanalikularra deritzo. 17,5 egunetako listu-guruinen adarkatzetan
jariapen-hodien argiak azaltzen doaz eta kimuak azino jariatzaile bihurtzen dira. Garai
honi kimu terminala deitzen zaio. Karraskarien listu-guruinaren garapena jaio ostean
jarraitzen da, eta azinoen eta jariapen-hodien desberdintzapena ez da ematen

heldutasun sexualerarte (Gresik, 1994; Tucker, 2007).

E11.5 E125 E135 E155 E17.5
Prebud Initial Bud Pseudoglandular Canalicular Terminal Bud
\/

3.lrudia. SMG garapen garaiak. Listu-guruinaren morfégenesiak ebitelio-mesenkimal arteko zelulen
elkarrekintzak behar ditu. Hasieran epitelioa mesenkimarantz barneratzen da eta hasierako kimua
sortzen da. Gero garai sasiguruindarrean kimu hau adarkatzen doa azinoak azkar ugarituz. Aldi berean
epitelioa polarizatzen hasten da, hodien argia emanez garai kanalikularrerean. Azkenik, garai terminalean

zelula epitelialak desberdintzen hasiko dira eta hodiak sortzen dira.
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1.3 SMG ORGANOGENESIAREN SEINALIZAZIO BIDEAK

Gaur egun, listu-guruina ehun ingeniaritza ikerkuntzaren foku garrantzitsu bat da
(Ogawa et al. 2013; Liu & Wang, 2014). Organo desberdinen morfogenesia eta
birsorkuntzaren  arteko  antzekotasunak kontuan hartuta, listu-guruinaren
erregeneraziorako garapena gidatzen duten seinale molekularrek duten potentziala

aztertzea merezi du.

Seinalizazio sarearen interakzio konplexuak ulertzen hasteko lehenik eta behin
seinalizazio bideak banaka aztertu behar dira. Hauen artean SMG garapenerako
garrantzitsu eta beharrezkoak direnak zehaztuz. Sagu Knock-out, transgenikoak,
mutanteak, siRNA transfekzioa, eta funtzioa blokeatzeko antigorputzak bezalako
teknikek, SMG garapenean parte hartzen duten eta morfogenesirako ezinbestekoak

diren seinalizazio bideen ezagutza eman dute.

Seinalizazio bideen artean, Fibroblast growth factor (FGF) seinalizazioa ikasienetarikoa
eta ezinbestekoa zaigun bidea da. FGF familiak 23 kide ditu, bakoitza bere
funtzioarekin, besteak beste; zelulen proliferazioa, epitelioaren adarkatze, eta ehun
desberdintzapena (Szebenyi G et al., 1999). Lotugaia hartzaile egoki batekin lotzen
denean, honen dimerizazioa ematen da. Ondorioz hartzaileen barneko tirosina-kinasa
aktibitateaz autofosforilazioa gertatzen da. Honela zelula barneko eragile molekular
ezberdinen aktibitatea pizten da, esaterako, Ras bidea, Src tirosin kinasen familia,
PI3K/AKT, PLC-y/PKC eta STAT3 bidea. Zelulen premien arabera FGF bideak efektu
pleiotropikoa du. SMG morfogenesian, Fgfr2-111B(-/-), Fgf10(-/-) saguek eta Fgf8
baldintzazko knockout saguek, SMGaren aplasia daukate, listu-guruinetan bide honen

garrantzia erakutsiz (Jaskoll T and Melnick M, 2000).

Sonic Hedgehog (Shh) beste seinalizazio bide garrantzitsu bat da. Seinalizazio
molekulen familia honek zelulen biziraupena, proliferazioa, desberdintzapena eta
enbrioi patroien sorreran parte hartzen du (McMahon AP, 2003).Hh lotugaiarekiko
zelulen erantzuna bi mintz-zeharreko proteinenaz kontrolatuta dago, Patched (Ptc) eta
Smoothened (Smo), Hh.ren erregulatzaile positiboa eta negatiboa, hurrenez hurren. Hh

Ptc.ra lotzean Smo askatzen dute, G proteina bat, zelula barneko molekulen aktibazio
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kateatua edo turrusta sotzen duena. Turrusta honek gene espezifiko batzuk
erregulatzan ditu Gli familiako transkripzio-faktoreen aktibazioaren bitartez. Ptc eta
Smo SMGaren epitelioan kokaturik egoteak, Shh seinalizazioak modu juxtakrino batean
proliferazioan eta desberdintzapenean ekintza duela iradokitzen du. Gainera Hh.ren ex
vivo aktibazioak, SMGaren adarkatze morfogenesian eragin positiboa du, eta kalteturik
ikusten da Hh inhibitzen bada in vivo eta ex vivo (Jaskoll et al., 2004b). Sagu Shh -/-

SMGak garapeneko atzerapena aurkezten du.

Ectodisplasin (Eda) seinalizazio bidea listu-guruinaren morfogenesirako ezinbestekoa
dela ikusi da. Saguetan zein gizakietan Eda genearen mutazioak ektodermo jatorrizko
ehunen gabezia edota hipoplasiarekin erlazionaturik daude, guruin exokrino guztietan
listu-guruinak barne (Jaskoll et al.,, 2003). Eda eta bere mintz hartzaile (Edar) TNF
superfamiliako kideak dira. TNF superfamilia mitogenesia eta apoptosiaren arteko
oreka mantentzen garrantzitsua da. Edardl (downless) sagu mutanteak listu-guruinaren
displazia du. Gainera, listu-guruinaren garapenean Eda seinalizazio bidea Wnt bidearen

azpitik dago eta Hh bidearen gainetik (Haara et al., 2011).

Seinalizazio bideetaz aparte, zelulaz kanpoko matrizeak (ECMak) funtzio garrantzitsua
du listu-guruinaren garapenean. Adibidez, laminina-111 (4.lrudia B) eta bere hartzailea
a6PB1 integrina ezinbestekoak dira ex vivo hasitako listu-guruinen garapenean (Kadoya
et al., 1995). Integrina a3 genearen mutazioak punta-zelulen polarizazioan akatsak
sortzen ditu, eta bere galerak laminina a.rako knockout saguek duten fenotipo
antzerakoa sortze dute. Zelulen mugikortasuna eta zelula-matrize interakzioek kimu
epitelioaren ertzetan, adarkatze morfogenesiko prozesu ezberdinetan parte hartzen
dute. Gainera, metalloproteinasak (MMPs) ECMan sortutako eraldaketak produktu
bioaktiboak sortzen dituzte eta zelulen kanpoko mintz basalean gordeta dauden
hazkuntza faktoreen askapenarekin erlazionaturik daude (Catalan MA et al., 2009).
Hala ere, MMPetarako sagu knockout gehienek fenotipo ahulak dituzte

konpentsazioengatik edo gainezarpen funtzioengatik.
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Beste aldetik, listu-guruinak oso inerbatutak daude, bai nerbio sistema sinpatikoaz
zein parasinpatikoaz. Nerbio parasinpatikoek (4.lrudiA) azetilkolina askatzen dute,
epitelioan dauden hertzaile muskarinikoek aktibatzen dituzte. Ondorioz fluidoen jarioa
eragiten dute. Nerbio sinpatikoak listu jariapena kontrolatzen du a eta P

adrenohartzaileen bidez, listua urtsua edo likatsua estimulatuz, hurrenez hurren.

Azkeneko ikerkuntzak SMG garapenean inerbazioak dauden funtzioa aztertzen fokatu
dira. Gongoil parasinpatikoaren (PSG) kentzeak epitelioko progenitore zelulen keratina5
(CK5) markatzailearen murrizketa sortzen duela jakin da (Knox SM et al., 2010).
Gainera, listu-guruin garapenean PSGaren inerbazioa hodiaren sorkuntza edo

tubulogenesiaren sorrera erregulatzen duela iradoki da (Patel I. Nedvetsky et al. 2014).

4. Irudia. Inerbazio parasinpatikoa eta ECMko laminina. Listu-guruinaren zelula epitelialak eta
mesenkimalak (urdinez) (A) inerbazio parasinpatikoaren markaketa Bllltubulinarekin (berdez). (B)
Laminina (berdez) ECMko osagaia, epitelioaren kimuak inguratzaen, lamininak eta PSGren axoiek
SMGaren garapenean parte hartzen dute.

1.4 NOTCH SEINALIZAZIO BIDEA

1.4.1. NOTCH HARTZAILEAK

Notch genea 1914. urtean identifikatu zen. Geneari izena Drosophila mutante baten
hegoen fenotipoagatik datorkio, honen hegoek koska bat zutelako, notch ingelesez
(Mohr O, 1919). NOTCH generako Drosophila mutanteek (Hartenstein et al., 1992;
Lammel and Saumweber, 2000) ez dute listu-guruinik garatzen (Fleming et al., 1997;
Hukriede et al., 1997). Geroztik, NOTCH proteinen homologoak identifikatuak izan dira
ugaztunetan ez ezik beste organismo askotan ere (Fleming et al., 1998). NOTCH

proteinen ortologoak oso kontserbatuak daude nematodoetatik gizakietaraino.
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Ugaztunen NOTCH hartzailearen familia lau kidez osatuta dago, NOTCH1letik
NOTCH4ra. NOTCH hartzaileak mintz zeharreko-bakarreko proteinak dira eta bi
azpiunitate ez-kobalenteki lotzen direnean heterodimeroak osatzen dituzte. Hasiera
batean NOTCH proteinak luzeera osoan itzultzen dira. Gero proteinak Trans-Golgitik
garraiatzen dira, jariatze bidea hartuz. Bide honetan zehar NOTCH proteinak zatiketa
bat jasaten du S1 deritzon puntuan. Honela, bi azpiunitateetan banatzen da:
lehenengo monomeroa, zelula-kanpoko domeinua eta bigarren monomeroa mintz-
zeharreko zatia eta zelula-barneko domeinua (Fiuza and Arias, 2007; Hansson et al.,

2004).

NOTCH hartzaileak 300kDeko mintz-zeharka bakarreko proteinak dira (5.Irudia).
Hartzaileen zelula-kanpoko domeinua EGF-bezalako (Epidermal growth factor)
errepikapen aldakorrak dituzte eta hiru LNR errepikapen (5: lrudia, oriz). NOTCH1 eta
2ak, 36 EGF-bezalako errepikapenak dituzte, NOTCH3k 34 eta NOTCH4k 29. EGF-
bezalako domeinuak eta LNRak ezinbestekoak dira lotugaien loturarentzat eta jarraian
datorren hartzailearen aktibazioarentzat. Domeinu huen azpian domeinu hidrofobiko
bat dago, heterodimerizazioan parte hartzen duena. Mintzaren aldamenean, LNRak
eta zati hidrofobikoak elkarrekin NRR.ak osatzen dituzte (Negative Regulatory Region).
NRRak lotugai gabeko hartzailearen aktibazioak saihesteko funtzioa du (Sanchez-

Irizarry et al., 2004).

NOTCH hartzaileen barneko domeinuak, NICD deritzonak (Notch Intracellular Domain),
zazpi ankirina errepikapen ditu (ANK domeinu), RAM domeinua, bi sekuentzia nuklear
(NLS, Nuclear Localization Signal) ANK domeinuak zeharkatzen eta azkenik PEST
domeinua (Proline-Glutamate-Serine-Threonine errepikapenak). Ankirina
errepikapenak hartzaileen zatirik kontserbatuenetako bat da, izan ere, ankirina hauek
seinalearen transdukziorako nahitaezkoak dira. RAM domeinuak, espeziearen arabera,
CBF1(C Promoter Factor Binding 1) / RBP-JK / Suppressor of Hairless / Lag-1
transkripzio kofaktore luturaren lehenengo lekua dauka (Chillakuri et al., 2012).
Domeinu guzti hauez gaian, NOTCH1 eta NOTCH2en transkripzioa aktibatzeko

domeinuak (TAD) dituzte.
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NOTCH proteinek ez dute berezko aktibitate entzimatikorik, baina interakzio
molekularren bidez seinaleak transmititzen dituzte. Karboxi-muturretik Ankirinen
errepikapenak arte dagoen proteina zatia, beste proteinen interakzioekin eta
transkipzio faktoreen transktibapenarekin erlazionaturik daude. Beste aldetik, PEST
domeinua NICD subunitatearen degradazioarekin erlazionaturik dago. Zati honen
mutazioak T zelulen leukemiarekin erlazionaturik daude, NICDaren degradazioa eta

erregulazioaren garrantzia agerian jarriz (Chillakuri et al., 2012).

5. Irudia. NOTCH hartzaileen egitura. Lau

NOTCH hartzaileen zelulen kanpoko zatia

ANK EGF-bezalako  errepikapen  aldakorrez
Ti’D ":'I'/-S LNR  EGF-LIKE REPEATS osaturik dago. Jarraian LNR errepikapenak

v N . )
PEST—> I_ _._ﬂ__mH:I:I:I:l NOTCH 1 daude, mintz (CM) aldameneko zati
AM 7

R hidrofobikoa baino lehen. Mintz zeharreko

zatiaren ostean, zelularen barnean, RAM
b HlH—=—{HC 3 W] notcn2

domeinua dago, jarraian zazpi Ankirina

errepikapen (ANK), bi nukleorako seinale

I l[l —[ﬂH:l:D] NOTCH3 (NLS) eta azkenik PEST domeinua dago,
Karboxi-muturra baino lehen. Domeinu

Il[l —[ﬂﬂ-l:l:l:ﬂ NOTCH4 guzti hauez gaian, NOTCH1 eta NOTCH2k

transkribapena aktibatzeko domeinuak

IN ouT
5 (TAD) dituzte.

Animali guztietan aztertutako NOTCH hartzaileen mutazioek, garapeneko
anormaltasunak sortzen dituztela ikusi da, hortaz, gizakietan patologiak sortzea ez da
gauza harrigarria. Adibidez, garuneko arteriopatia autosomiko dominantea kortikal-
beheko infartua eta leukoentzefalopatia, CADASIL deritzona, gurasoetatik semeetara
pasatzen den gaixotasuna da. Dakigunez, gaixotasun hau NOTCH3 hartzaileak zelula-
kanpoko zatian agertzen diren mutazio puntualarekin erlazionatuta dago (A. Joutel et
al., 1996). Hau gutxi balitz ere, Allegile sindromea, gizakien JAGGED1 lotugaik kodetzen
duen genearen mutazioak emandako proteina trunkatuen ondorioz gertatzen da(L. Li
et al., 1997, S. Artavanis-Tsakonas, 1997). Hala ere, oraindik ez dago argi kasu
bakoitzean proteinetan gertatutako mutazioak funtzioaren areagotze edo galera

eragiten duen.
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1.4.2. NOTCH LOTUGAIAK:

NOTCH lotugaiak, hartzaileak bezala, mintz-zaharreko proteinak dira. NOTCHen
lotugaiak, hartzaileak dauden ondoko zelulen mintzetan egon ohi dira. Ugaztunetan,
Drosophilaren Delta lotugaiaren hiru lotugai homologo daude, Delta-like, DLL1, DLL3
and DLL4 (Katsube and Sakamoto, 2005; Blanpain et al., 2006). DLL2 izena ez zen erabili
NOTCH familiakoa ez den beste Delta2 batekin ez nahasteko. Beste aldetik,

Drosophilaren Serrate.ren lotugai homologoak diren, JAGGED1 eta JAGGED2 daude.

DSL domeinua (6. lrudia, gorriz) lotugai guztietan dago amino-muturra baino lehen.
Bere funtzioa ez dago argi, baina garrantzitsua da Alagille Sindromearen eragilea
delako. DSL azpian, DLL1ean, DOS domeinua aurkitu dezakegu (Delta and OSM-11-like),
EGF-errepikapenaz osaturik dago eta NOTCH hartzailearen EGF-bezalako errepikapen
11 eta 12ari lotzen da. DLL3 eta DLL4 ez daukate DOS domeinua. Lotugaien domeinu
biak, DSL eta DOS, hartzailearen loturarekin erlazionaturik daude. EGF-bezalako
errepikapenen ostean, JAGGED lotugaietan, cisteinetan aberatsa den domeinua
agertzen da (CRD). Zelularen mintzaren alboan, domeinu honek DELTA eta JAGGED
lotugaiak desberdintzen ditu (6. Irudia, berdez). Lotugaiaren zelula barneko zatian PDZL
domeinua dago, beste proteinekin elkartzeko eta lotugaien multidimerizazioan

luguntzen duena (6. Irudia, morez) (Chillakuri et al., 2012).

pectAl IT 11— 6. Irudia. NOTCH lotugaien egitura. NOTCH lotugaien
amino-muturrean, zelula kanpoko gunerantz, zelularen
peLTa 3,4 T -o e | o 8

~ N mintzetik (CM) urrutien, DSL domeinua (Delta / Serrate /
DSL (iED PDZL Lag-2) dago, jarraian DOS domeinua (Delta and OSM-11-
anGgGenp 1 I THI T 1 o like), gero EGF-bezalako errepikapenak eta azkenik
cisteinetan aberatsa den zatia (CRD). Zelulen barneko

JAGGED 2 '.]:I:[H]]:._ & zatian PDZL domeinua dago karboxi-muturrerantz.

ouT s IN
o
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1.4.3. SEINALEAREN TRANSDUKZIOA:

NOTCH seinalizazio bide-kanonikoa hartzaileen eta lotugaien arteko loturarekin hasten
da, lotura honen ostean zatiketa proteolitiko batzuk ematen dira zelula kanpoko
metaloproteasen eta mintzeko gamma-sekretasen bidez (7. Irudia). ADAM
endopeptidasa 17, TACE izenekoa (tumor necrosis factor alpha-converting enzyme),
hurrengo zatiketaren arduraduna da (hartzaileen lehenengo zatiketa S1 puntuan
ematen da mintzean ainguratu aurretik ematen zen) eta NOTCHen S2 lekuan egiten du.
S2a zelula kanpoko azpiunitatearen mitz aldameneko zati mehe batean kokatuta dago,
honela lotugaia, NOTCH hartzailearen EGF-bezalako zelula kanpoko zatiari atxikituta

geratzen da eta hartzailea libre geratzen da mintz-zeharreko eta zelula barneko (NICD)

zatiekin.
CellB
i 7.lrudia. NOTCH hartzailearen
Notch
Ligand % zatiketa puntuak.Lehenengo
mozketa Slean ematen da
Notch e T mintzera atxikitu aurretik, gero
Receptor [I .
L= S2an mozten da TACE entzimaren
Cell A *compe = ] . .
ﬁ NICD eskutik eta azkenik y-sekretasak
O
ﬂ S3an mozten du NICD
% Nucleus @ subunitatea askatuz. Barruko
/7 domeinu aktibo honek
QLY CSL bmdmg site| Target gene .
Cas 5T nukleorako bidea hartzen du (Wu
CSL binding site | Target gene Hey “ 2
Hoy L et al., 2007).

Notch
Precursor

Bigarren zatiketaren produktua, aldi berean hirugarren mozketaren sustratua izango
dena, zelula barneko azpiunitatean S3 deritzon puntuan moztuko du. Kasu honetan
mozketa y-sekretasa konplexuak egiten du, lau proteinaz osaturik dagoena: presenilina
(proteasa ekintzaren arduraduna), nicastrina, Pen-2 eta Aph-1. Hirugarren zatiketa
honek zelula barneko NICD azpiunitatea mintzetik askatzen du nukleorako bidea hartuz

(Mumm & Kopan 2000).

Behin nukleoan, NICDa CSL/RBP-Jk/CBF-1 transkripzio faktorera lotzen da. Faktore hau
berez, transkripzioaren errepresore bat da NICD ez dagoenean. CSL/RBP-Jk/CBF-1
NOTCH seinalizazioaren itu geneen promotoreen DNA sekuentzia espezifiko batera

lotzen da (GTGGGAA).
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NICD-CSL/RBP-Jk/CBF-1 konplexuak aktibatzen dituen geneak HES eta HEY dira.
Proteina hauek basic Helix-Loop-Helix (bHLH) transkripzio faktoreak dira. HES familia
zazpi kidez osatuta dago, baina bakarrik HES1, HES5 eta HES7 dira NOTCHen ituak. HEY
familian hiru gene identifikatu dira (HEY 1, 2, L) eta hirurak NOTCH hartzailearen bidez

induzitu ahal dira.

NOTCH seinalizazio bidea CSL proteinatik independentea izan ahal da. NICD beste
proteina batzuekin elkar eragin dezake, seinalizazioa positiboki (Deltex, Mastermind)

edo negatiboki (Numb) erregulatuz (Fraise et al., 1996).

INTERCELLULAR

“omEE>»c
nNOoOmEERPC

NFkB

O

PI3K

NON CANONICAL CANONICAL

TN
8. Irudia. NOTCH seinalizazioaren transdukzioa. Seinalizazio bide-kanoniko eta ez-kanonikoaren
irudikapena.

Azken aldiko ikerkuntzek hiru motatako NOTCH seinalizazio bide ez-kanoniko
deskribatzen dituzte: y-sekretasa erregulatzen duen NOTCH seinalizazio bidea,
lotugaiaren loturarekiko independentea dena; NICDren aktibitatea CSL/RBP-Jk/CBF-1 -
rekiko independentea eta y-sekretasa konplexuaren mozketaren gabezian mintzari
loturiko  NOTCH seinalizazioa, kasu batzuetan lotugaiaren elkarrekintzarekiko
independentea dena. NOTCH seinalizazio bide ez-kanonikoan erlazioa duten hainbat
seinalizazio bide daude, NICD beste molekula batzuekin duen elkarrekintzez eragina,
NFkB, PI3K, AKT, mTOR, HIF-1a, eta B-catenina, adibidez (8. Irudia) (Ayaz F, Osborne
BA, 2014, Rejendran Sanalkumar et al., 2010).
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1.5 NOTCH ETA GARAPENA

Ornodun eta ornogabeen sistemen analisi fenotipikoen bidez, NOTCH seinalizazio
bidearen funtzio nagusia zelulen garapen patua kontrolatzea zela iradoki zen. Prozesu
hau alboan dauden zelulen artean ematen da. Aldameneko espezifikazio gertaerak
(“lateral specification events”) (Greenwald |, 1998) askotan zelula talde aitzindarien

leinuen segregazioan eta ehun ezberdinen mugen definizioan parte hartzen du.

Garapena gertatzen den bitartean, alboan dauden zelulen arteko desberdintzapena
NOTCH seinalizazio eta bere lotugaiek anplifikaturiko kanpoko faktoreengatik
gertatzen da. Azken finean, gertakizun biokimikoak dira zelulen leinua gidatzen
dutenak. NOTCH bitarteko komunikazioa, aldameneko zelulen hartzaile eta lotugaien
arteko adierazpen ezberdinen arabera ematen da, honela oreka bat lortzean leinu

zelular espezifiko bat erabakiko da (Spyros Artavanis-Tsakonas et al.1999).

Zelulen justaposizioak, lotugai eta hartzaile kantitate ezberdinak adierazten duenean,
zelula bat proportzio batean alboko zelularekiko lotugai gehiago espresatzen badu
“seinalizazio” moduan jarri dela esan nahi du (Heitzler P. and Simpson P., 1991). Beraz,
antzekoak diruditen bi zelulen artean, biak DELTA eta NOTCHekin, zelula batek besteak
baino lotugai gehiago adierazten badu seinalizazio funtzioa martxan jartzen lagunduko

du.

Modu honetan NOTCH seinalizazio bideak funtzezkoa da zeregin zelular anitzetan;
garapen enbrionarioan bezala (Iso T. et al.,, 2003), ama zelulen mantentze-lanean
(Yamamoto N et al., 2003; Chiba S, 2006), ehun helduen homeostasian (Schwanbeck et
al., 2008), eta zori-espezifikoko desberdintzapenean (Apelqvist et al., 1999; Zhu et al.,
2006). Garapenean eta homeostasian parte hartzeaz gain, NOTCH seinalizazioaren
osagaien desregulazioa zuzenean inplikatuak daude gizakien gaitzekin (Talora et al,,
2008). Hauek garapeneko sindromeak dute barne (Gridley T 2003; Louvi et al., 2006),
eta arearen (Mysliwiec & Boucher 2009) eta beste minbizi batzuen (Pierfelice TJ et al.,
2009; Rose SL, 2009) sorreran, progresio eta mantentzearekin erlazionaturik daude. T-
zelulen leuzemia zorrotzan (Weng & Aster, 2004) eta koloneko minbizian (Van ES et

al., 2005) NOTCH seinalizazioa bidea tratamendu berezi bezala erabiltzen hasi da.
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1.6 DLK1 ETA DLK2 PROTEINAK

DLK1 (Delta-likel, era berean pG2, Prefl, FA-1, SCP-1 eta ZOG izenekoa) mitz-zeharreko
eta jariatutako proteina da. DLK1 EGF-antzeko diren proteinen familia barnean dago,
NOTCH errezeptorak eta lotugaiak bezala. Gizakietan, 14932 kromosoman dago
kokatuta (Gubina et al., 1999). DLK1 proteina helduak gizakietan 383 aminoazido ditu

eta sekuentziak 85%eko berdintasuna du sagu eta arratoi proteina homologoekin.

Aminoazidoen sekuentziak, cDNAren sekuentziatik atera dena, DLK1ek zelula-barneko
zati mehe bat, mintz-zeharreko beste zati bat eta zelula-kanpoko zatia duela iradokitzen
du (9. Irudia). Zelula-kanpoko zatia sei EGF-bezalako errepikapenez osaturik dago eta
amino-muturrean peptido seinalea du (Laborda et al., 1993). Bi EGF-bezalako
errepikapenek, espezifikoki EGF1 eta EGF2a, DOS domeinua osatzen dute (Delta and
OSM-11-like proteins), eta hartzaileen loturaren arduraduna da (Felix et al., 2012).
Zelula kanpoko zatian karboxi-muturrean ondoan, TACE proteasa ezagutzen duen zati
bat dago. DLK1 puntu honetan mozten bada zelula-kanpoko EGF-bezala daroan

errepikapen zatia askatzen da zelularen kanpoko mediora.

9. Irudia. DLK1 proteinaren irudikapena. DLK1 proteina 1
zelula-kanpoko zatiaz, sei EGF-bezalako errepikapen dituena, DO? OK ::
mitz-zeharreko zatiaz (CM), eta zelula barneko zatiaz DELTA LIKE 1 ]
osaturik dago. EGF-bezalako errepikapen 1 eta 2ak, DOS 1

domeinua osatzen dute. TACE proteasak ezagutzen duen ouT ::
IN
mozketa puntua urdinez margoturik azaltzen da.

DLK1len mRNAren moztitsasketak proteinaren bariante polimorfikoak ematen ditu;
luzera osoko DLKlaz aparte, moztitsasketak proteinaren hiru bertsio motzago egiten
ditu, DLK1B, 1C and 1D (Smas et al., 1994, Lee et al, 1995, Smas et al., 1997). DLK1en
proteina bariante ohikoenak DLK1A, mRNAren sekuentzia osoa dutenak, eta DLK1C,
seigarren EGF-bezalakoen hirugarren cisteinatik mitz-zeharreko zatiaren hasierarainoko
zatia falta zaiona dira (TACE zatia falta zaionari). Hortaz, DLKlek mitz-zeharreko
proteina bezala edota jariatzen den proteina bezala funtzionatu dezake, beti mRNAaren
moztitsasketaren eta TACE proteasaren aktibitatearen arabera (Wang and Sul 2006),

ahalmen honek DLK1i bere funtzioa modu ezberdinetan egitea baimentzen dio.
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2007an, birtualki DLK1en ezaugarri berdinak eta NOTCHen DLL1 lotugaiaren ezaugarri
antzekoak zituen proteina bat ezagutarazi zen (Nueda et al., 2007b, Nueda et al.,

2008). Proteina hau DLK2 deitu eta jakina EGF-bezalako familian sailkatu zen.

Proteina honen genea 6p21.1 kromosoman kokaturik dago gizakietan. Sei exoiz
osaturik dago, DLK1 proteinak baino exoi bat gehiago. Lehenengo exoiak ez du ezer
kodifikatzen eta seigarrena luzeena da. DLK1 eta DLK2ren arteko antzekotasunekdirela

eta bata bestearen duplikazioaz sortu zirela pentsatzen da (Nueda et al., 2007a).

10. Irudia. DLK2 proteinaren irudikapena. DLK2k mitz-kanpoko "
zatian sei EGF-bezalako errepikapen ditu,mintz-zeharreko zati DOS 1 oH3
1
bat, eta zelula barneko zati bat. EGF-bezalako 1 eta 2a DOS e TN}
DELTA LIKE 2 s
1
1

domeinuko (berdez) proteinen loturarako lekuak ditu. i
ouT || IN
s

o

domeinua bezala ezagutzen da. Zelula barneko zatiak bi SH3

DLK2rentzako sekuentziaren analisiak, cDNAtik aterata, mitz-proteina honek sei EGF-
bezalako errepikapenak dituela esaten digu. DLK1 bezala, mintz-zeharreko zati bat eta
zelula-barneko zati motz bat, DLKlen zelula-barneko zatiarekiko homologia gutxi
duena. DLK2ak TACE proteasarako mozketa sekuentzia izan ez arren, DLK1 eta DLK2ren
arteko ezberdintasunik handiena zelula-barneko zatian dago. DLK2k barnealdeko
zatian lau SH3 domeinu atxikitzeko leku potentzialak ditu, DLKlean ez daudenak
(Pawson and Nash, 2003). Honek DLK2ren barneko zatiak SH3 domeinuak dituzten
proteinekin elkartu daitezkela esan nahi du. Proteina hauek zelularen barneko

seinalizazioan parte hartzen dute kasu askotan, funtsezko ondorioak izan ditzaketenak.

Bestalde, gizakietan, DLK1 eta DLK2k zelulaz kanpoko zatian kaltzioa lotzeko domeinu
berezi bat dute. DLK2k kaltzioa lotzeko bi leku berezi ditu, 5. eta 6. EGFetan kokaturik,
eta DLK1ek bakarra du 5. EGFan. Gainera, DLK1 eta DLK2 glikosilaziorako konsentzu-

sekuentziak dituzte, DLK1ean ugariagoak direnak.
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1.6.1. DIk1 ETA DIk2REN EXPRESIOA

Saguen enbrioietan DIk1 genea garapenaren 8,5. egunetik detektatu ahal da (Smas et
al., 1994), gero garapenean zehar eta ehun helduetan aurkitzen da. Saguaren
garapenean, E12,5ean, D/k1 maila altuetan adierazita dago enbrioaren hainbat tokitan.
DIk1 guruin pituitarioaren garapenean zehar, arean, guruin adrenalean, mesodermotik
jatorritako ehunetan, eta adarkatze morfogenesia duten organoetan; birikietan eta
listu-guruinetan aurki izan da. E16.5ean, Dlklen adierazpenak beherantza egiten du
ehun gehienetan, hala ere, ehun batzuek mantentzen dute, hala nola, pituitarioa,
guruin adrenala eta muskulu eskeletiko (Yevtodiyenco and Schemidt, 2006). DIk2ri
buruz gutxiago dago, baina E16,5ean (11. Irudia) mRNAren markaketa teknikari esker,

garunean ere adierazten dela dakigu.

Y -~
-

7097
! .
A
& el
" ()
) 11. Irudia. DIk1 eta DIk2
adierazpen patroia E16.5
sagu enbrioietan. (A) DIk1 (B)
§oR DIk2 mRNA markaketa in situ
7 hibridazio teknika bidez.

Sagu helduetan (12.lrudia) DI/k1 maila handietan adierazten da karenan, guruin
adrenaletan, garunean, barrabiletan, obarioetan, eta maila baxuagoan, giltzurrunetan,
muskuluetan, timo eta bihotzean. Aldiz, ehun guzti hauek DLK2 adierazten dute,
guruin adrenala, barea, muskulua eta bihotza izan ezik. Laburbilduz, bi gene hauek
maila ezberdinetan adierazten dira plazentan, guruin adrenaletan, garunean,

barrabiletan, obarioetan, giltzurrunean eta timoan.
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12. Irudia. DIk1 eta DIk2ren gene adierazpena sagu helduen ehunetan. D/k1 and D/k2 adierazpena RT-
PCR analisiaren bidez: A: Adrenal Gland, L: Lung, B: Brain, Ad: Adipose tissue, T: Testis, K: Kidney, AL:
Adult Liver, FL: Fetal Liver, P: Placenta, O: Ovaries, S: Spleen, M: Muscle, Th: Timo, H: Heart (Nueda et a/
2007a).

1.6.2. DLK1 ETA DLK2REN FUNTZIOA ETA AKZIO MEKANISMOA

DIk1 inpronta genetikoa duten gene taldeko kide bat da, eta bakarrik aitengandik
jasotako kromosometan adierazten da (Schmidt et al., 2000; Takada et al., 2000).
Inpronta duten geneek eginkizun garrantzitsuak dituzte fetuaren hazkuntza eta
garapenean (Murphy & Jirtle, 2003; Rand & Cedar, 2003; Wilkins & Haig, 2003). D/k1 ez
duten saguek, jaiotzean eta bizitzako lehenengo egunetan hazkuntzaren atzerapena
dute (Moon et al., 2002; Raghunandan et al., 2008). Gainera, genetikoki eraldatutako
saguak, DIk1 genearen dosi bikoitza adieraztu dutenek (inpronta kondizioaren galera
simulatzen duena) ez dute bizirik irauten nahiz eta beste kopia bat edukitzeak enbrioi

hazkuntzarako abantaila bat zela pentsatu (da Rocha et al., 2009).

Dlklen rola DIlk2rena baino ikertuagoa izan da. Dlklen funtzioa pleiotropikoa da.
Ebidentzia gehiagoren ostean Dlklek desberdintzapen prozesuetan parte hartzen duela
iradoki da, esaterako, zelula neuroendokrinoen desberdintzapenean (Floridon, 2000),
hepatozito eta biliarbehazun zelula epitelialen desberdintzapenean (Tanimizu et al.,
2003), neurogenesian (Sacri R Ferrdn et al., 2012), hematopoiesian (Moore et al., 1997,
Mirshekar-Syahkal B et al., 2013), osteogenesian (Abdallah et al., 2004), muskulu
desberdintzapenean (Andersen et al., 2013), kartilagoaren desberdintzapenean (Chen
et al., 2011) eta adipogenesian (Smas & Sul, 1993). Pituitarioko GH3 zeluletan D/k1ek
hazkuntza hormonaren jariapena inhibitzen duela ere aurkitu da (Ansell et al., 2007).
Azkenaldiko  ikerkuntzetan lortutako datuetan DLK1 zelula hazkuntzaren
erregulazioarekin eta minbiziarekin erlazionaturik egon daitekela iradoki da (Kim et al.,

2009, Yanai et al., 2010).
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Momentuz inork ez du deskribatu D/kIentzako hartzaile bakarra. Halaber, DLK1 lotzen
duten zenbait bikote identifikatu dira. Lehenengo ebidentziek, legamia-bi-hibrido
sistema erabiliz, DIk1 NOTCHlen EGF-bezalako 12/13 errepikapenei lotu egiten zela
frogatu zen (Nueda et al., 2007b). DLKlek NOTCH hartzailen lotzean, NOTCH
seinalizazio basala inhibitzen zuen, Hesl ituaren adierazpena gutxituz, eta ondorioz
adipogenesiaren inhibizioa ematen zen (Sanchez-Solana et al., 2011). Berriki, DLK1en
animali ereduak erabiliz, funtzioa galera edo irabaztea eragiten duenak, DLK1ek NOTCH
hartzaileen inhibizioaren bitartez angiogenesia inhibitzen dela proposatu da (Rodriguez

etal., 2012).

DLK1ek eta fribonektinaren karboxi-mutur zatiak interakzioa egitean anti-adipogeniko
efektua sortzen duela ere iradoki da, integrinek eragindako MEK/ERK seinalizazioa
aktibazioaren bidez (Wang Y et al., 2010). Bestalde, mintzera atxikitutako DLK1ek, IGFa
(insulin-like growth factor) eta IGFBPlek (IGF binding protein 1) elkarrekin sortzen
duten konplexura lotzen da eta IGF hartzailearen seinalizazioa sustatzen du (Nueda et
al., 2008). DLK1 dagoenean MAPK (Mitogen activated protein kinase) eta MEK/ERK
seinalizazioak aktibatzen dira eta adipogenesiaren inhibizioa eragiten dute (Kim KA et
al., 2007). Gainera, DLKlen efektua, kondrozitoen desberdintzapena inhibitzean,

PI3K/AKT seinalizazioarekin erlazionatu da (Chen L et al., 2011).

Beste autore batzuek NF-kB bidearen aktibazioa adierazi dute DLK1 inhibizioaren azpi
mekanismo bezala MSCen desberdintzapenean (Abdallah BM et al., 2007). DLK1en
adierazpena edo FAlen adizioak NF-kB bidea aktibatzen du hBMSCetan (human bone
stem cells), zitokina eta inmunitatearekin erlazionaturiko faktoreen produkzioa
handituz, IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, CCL20 eta COX-2 bezala. Faktore hauen funtzioa
osteoblastoen eta adipozitoen desberdintzapena inhibitzea dela ezaguna da (Chang J
et al., 2013). DLKlerako sagu transgenikoan antzeko mekanismo bat identifikatu egin
da, DLK1ek eragindako hezur birxurgapenerako. Beste lan batzuetan DLK1 eta hantura
erantzunaren arteko elkarrekintza deskribatu da, DLK1 eta gantz ehun (Chacon MR et
al., 2013) eta muskulo eskeletikoko miotubuek (Abdallah BM et al., 2007) jariaturiko

hantura zitonkinekin erlazionatuz.
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Helburuak

Listu-guruinaren funtzioa gaixotasun eta baldintza askorengatik kalteturik ikus daiteke,
lepoko eta buruko minbizien aurkako erradioterapiaren ostean pairatutako
efektuengatik esaterako. Listu-guruinen funtzioaren oztopatzeak Xerostomia (“aho
idorraren sindromea”) eritasuna sor dezakete. Eritasun hau, jasaileen egonezina
sortzen dute, haien bizi kalitatea murrizten (Bouma et al., 2003; Vissink et al., 2010).
Beraz, azkeneko urteetan ikerkuntza taldeak esfortzu handia egiten ari dira
birsorkuntza estrategiak garatzeko. Horretarakoa ezinbestekoa zaigu listu-guruinaren
ezaguera sakona, ama zeluletan (Lombaert et al., 2008), listu-guruinaren inerbazioan
(Knox et al., 2013), edo listu-guruinaren morfogenesia gidatzen duten seinalizazioetan
ikertzea beharrezkoa izan da besteak beste (Jaskoll et al., 2004a; 2004b; Dang et al.,
2009; Rebustini and Hoffman, 2009; Patel et al., 2011).

Horrexegatik, gure helburu nagusia listu-guruinaren morfogenesian DLK1 proteinaren
funtzioa aztertzea izan zen. NOTCH familiaren lotugai ez-kanonikoak, DLK proteinak,
NOTCH hartzailearekin lotura balute, saguaren listu-guruinaren garapenean funtzio

garrantzitsua izan lezakete.

Hau ikasteko, hurrengo objektiboak jarraitu ditugu:

1- DLK1 eta DLK2ren adierazpen patroia aztertu listu-guruinen garapenean zehar.

2- Gizakien listu guruinen lerro zelularrean, DLK1lren funtzioa ikertu, NOTCH
seinalizazioarekin harremana aztertuz.

3- Garapenean dauden saguetako listu-guruinetan eta isolatutako epitelioetan
NOTCH seinalizazioaren inhibizioaren ondorioa ikasi.

4- Saguen garapeneko eta helduen listu guruinetan DLKlen gabeziaren efektua

aztertu, DIk1(-/-) sagua karakterizatuz DIk1 (+/+) saguarekin alderatuta.
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Material eta Metodoak

3.1 SAGU ARRAZAK

Proiektu honen esperimentuak egiteko bi sagu arraza erabili ziren:
- Sagu albino-swiss anisogenikoa, OF1 arraza (Oncis France strain 1) IFA CREDOtik

ekarrita.

- 129XI/SV) eta C57BI/6 arrazen arteko gurutzaketa, DIk1(+/+) eta DIk1(-/-)
egiteko. Castilla La Manchako Unibertsitateko Medikuntza fakultatea (UCLM)
adeitasunez emandako saguak.

Sagu DIk1(-/-) (knock-out sagua ,KO) SVJ129ren embrioien ama zelulen (ES) egile baten
elektroporazioaren bidez egin zen. Egile hau, neomizinarako erresistentzia ematen
duen kasete bat darama, 3,8kbp alelo endogenoa ordezkatzen duena; Dlklen
promotorea eta lehengo hiru exoien aurkako sekuentziekin. Animali kimerikoak
elkarrekin gurutzatu ziren DIk1(-/-) sagua sortzeko. Genotipatzeko analisia southern
blotaren bidez edo PCR anplifikazioaren bidez egin zen, hasle hauek erabiliz: 5°dlk,
CCAAATTGTCTATAGTCTCCCTC; 5 Neo,CATCTGCACGAGACTAGTG; and 3" SCR (screen),
CTGTATGAAGAGGACCAAGG (from DIk1 intron 3).

Fenotipoaren analisia C57BI/6rekin hiru gurutzaketa ostean egin zen. Gero animali
hauek, heterozigotoak, haien artean gurutzatu ziren homozigotoak, heterozigotoak eta
DIk1(+/+) (wild-type,WT) saguak sortzeko. Esperimentu guztientzat, adin berberako
wild-type kumeak hazi egin ziren eta kontrol moduan erabili ziren (Ramadevi R et al,

2008).

Sagu arraza biak, Swiss and Dlk1(+/+) eta DIk1 (-/-), Euskal Herriko Unibertsitateko
(UPV/EHU) abeltegian hazi dira, garbiketa maila estandarretan, ad libitum

elikadurarekin eta 8 am-8 pm argi ziklo epeekin.

3.2 SAGUEN GENOTIPATZEA

DIk1(+/+) eta DIki(-/-) genotipatzea, polimerasa erreakzioa kateatu (PCR)
konbentzionalarekin egin zen, jarraian azaltzen dugun bezala.

DNA genomikoa sagu DIlk1(+/+) eta DIk1(-/-)eko buztanaren zati batetik lortu zen.
Buztan zati hauek gau osoan zehar salting-out bafferrarekin 55°Ctan 30 pl Proteinasa

K.rekin (Roche, 03 115 836 001, 10 mg/ml) jarri ziren, digestioa egiteko.
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SALTING- OUT INDARGETZAILERA: 40 mM Tris-HCI pH 8.0 0.5% SDS
2 mM EDTA 200 mM NacCl

Hurrengo egunean, NaCl 6Meko 250 ul gehitu ziren, laginak irabiatuz gora eta behera
eta 10 minutuz izotzean inkubatu ziren. Gero zentrifugatu ziren 16000xg 4°Ctan. Gain-
jalkinen 500 ul eppendorf berri batean jarri ziren 95%ko etanol mililitro hotz batekin
eta berriro zentrifugatu ziren, pausu honekin DNA prezipitatzen da. Jarraian pelleta edo
jalkina 70%ko etanolarekin garbitu ziren eta berriro zentrifugatu. Azkenik, jalkinak

lehortu ziren eta miliQ urarekin berriro disolbatu ziren, 20 ng/ul kontzentraziora.

Bat DNA garbirik zegoenean, genotipatzeko PCR konbentzionala egin zen. Horretarako,
MyTag™ Red Mix (BioLine, BIO.25043) erabili zen, erreaktibo honek polimerasa
entzima eta nukleotidoak darama bere barnean. Erreakzioa egiteko jarraian datozen
kantitateak gehitu genituen: 5 pul MyTaq

0.8 ul Primers

0.8 ul cDNA

3.4 pl DEPC water

PCRa iCycler MyiQ™ Single Color Real-Time PCR Detection System (BioRad) ekipoan
egin zen baldintza hauekin: desnaturalizazioa 95 ° C 30 segundo, suberaketa 55 ° C 30
segundoz eta luzapena 72 ° C 1 minutu, 35 zikloetan errepikatuta Neo genearentzat;

eta 40 ziklotan errepikatuta D/k1 genearentzat.

DIk1(-/-) sagua igertzeko hurrengo hasleak erabili ziren:
Neo Forward: 5 TTGAACAAGATGGATTGCACGCAGG3’
Neo Reverse: 5 GGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCT3’

Sagu Dlk1(+/+) ezagutarazteko hurrengo hasleak erabili ziren

mDI/k1 5 TGTGACCCCGAATATGGATTCTGCGAGG 3’
mDIlk1 5 CATGGTTCCTTGCAGACTCCATTGACACACAGC 3’
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PCRaren produktu anplifikatuak gel baten elektroforesaren bidez ikustarazi egiten dira.
%2ko agarosa TAE indargetzailerean disolbatzen da gel bat sortzeko eta GelRed Nucleic
Acid Stain (Biotium, 41003) produktuarekin nukleotidoak ikusi ahal ditugu. Laginak Run

One Electrophoresis Cell (EmbiTech) ekipoan aztertu ziren 100 mAko tentsioan.

Gel bakoitzaren lehengo lerroak beti pisuaren markatzaile (100-bp DNA Ladder Pluss,
BioChain, BIO 33029) bat daramate. Gelaren bandak ikusteko UV argiaren azpian
jartzen dira (High Perfomance Ultraviolet Transiluminator, UVP) eta argazki bat egiten

da.

3.3 BARAILPEKO LISTU-GURUINAREN HAZKUNDE
ORGANOTIPIKOA

Hamahiru egunetako swiss saguen enbrioiak (E13, baginako tapoia= egun 0) umetokitik
atera ziren eta mikrokirugiaz mikroskopio baten bidez barailpeko listu-guruinak (SMG)
isolatu ziren. SMGak Millicells (Millipore, PICMORG50) nitrozelulosako filtroetan hazi
ziren, DMEM-F12 medioarekin, bitamina C (180 pg/ml) eta transferrina (5mg/ml)

gehituz.

Hazkunde organotipiko hauetan tratamendu diferenteak jarri ziren. Alde batetik DAPT
gamma-secretasa, proteasaren, inhibitzailea (N-[N-(3, 5-difluorophenacetyl-L-alanyl]-S-
phenylglycine t-butyl ester, Calbiochem) 20 puMean, beste aldetik gizakien DLK1
proteina errekonbinante solublea, sDLK1 (R&D Systems) 2.5 ug/ml kontzentrazioan, eta
azkenik Carbacoylcholine chloride (CCH) 10nMean (TOCRIS bioscience) tratamendua
erabili genuen, azetilkolinaren analogo bat dena, SMGaren aktibitate kolinergikoaren

ordezkoa (Knox et al., 2013).

Tratamenduak jarri ostean, hazkuntza hasi eta 0, 24 eta 48 ordutara argazkiak atera
genituen. “Spooner ratio” portzentajea kalkulatu genion esplante bakoitzari (Jaskoll et
al. 2004a). “Spooner ratio” hau, listu gurin bakoitzaren epitelio kimuen kopurua 0, 24,
48 orduetan listu-guruin kontrolarekiko (100% balorea ematen diogunari)

normalizatua. Esperimentu bakoitza gutxienez hiru aldiz errepikatu zen.
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3.4 EPITELIO-MESENKIMA DISEKZIOA ETA HAZKUNDEA

Mesenkimatik askaturiko epitelioen isolamendua eta hazkunde teknika (Morita and

Nogawa, 1999) artikuluan deskribatzen den bezala egin zen, baina aldaketa batzuekin.

Hamahiru egunetako swiss saguen enbrioiak atera ziren eta barailpeko listu-guruinak
(SMG) isolatu ziren. Jarraian SMG hauek Dispasa (Gibco,17105-041) entzimarekin
inkubatu ziren 14min 37 °Ctara. Gero guruinak bi aldiz 10% BSA/DMEM-F12an
garbitzen ziren dispasa kentzeko. Epitelioak gutxi gora behera bost kimuekin (13.Irudia

B) mesenkimatik askatu ziren férceps batzuen bidez 10% BSA/DEMEM-F12 medioan.

te

 EPITELIOA

13. Irudia. Epitelioa mesenkimatik askatzeko teknika. (A) E13ko SMGak bost epitelio kimuekin eta
mesenkima loturik (B) Dispasa tratamendua ostean, mesenkimak forceps batzuekin askatzen da (D)
Mesenkimateik askatutako epitelio isolatuak lortzeko. Eskala-barra: 150 um.

Epitelio isolatuak (13.lrudia D) Whatman Nuclepore Track-etch polikarbonatoko
eragazkietan (13 mm, 0.1 um pore size; VWR, Buffalo Grove, IL) jarri ziren. Filtroak 200
pl DMEM-F12 medioaren gainean jarri ziren, eta medioa plastikozko 50 mm plaka
(MatTek, Ashland, MA) batzuetan. Medioa 100 U/ml penizilina, 100 pg/ml
estreptomizina, 150 pg/ml bitamin C and 50 pg/ml transferrinarekin suplementatuta
dago. Epitelioak ez laututzeko eta berariazko tridimentsionaltasuna ez galtzeko,
laminin-1 (1 mg/ml; Trevigen, Gaithersburg, MD) medioan disolbatuta 1:1, 15 plko

tanta bat jartzen da filtroaren gainean, eta epitelioak bere barnean.
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Hazkundeetan Fibroblast Growth Factor 10 (FGF10) gehitu zen 800 ng/ml
kontzentrazioan (R&D Systems, Minneapolis, MN), beti Heparan Sulfatoarekin (HS) 100
ng/ml (Sigma-Aldrich, MO) kontzentrazioan. FGF10/HS gure kontrola zen, eta bakarrik
aztertu egiten zen edo beste tratamendu batzuen konbinazioan; SU5402 5 uM, LY2905
eta UO126 10 uM (Calbiochem, EMD, Biosciences) edo sDLK1 (R&D Systems) 2.5 pg/ml

kontzentrazioan.

Iragazki bakoitzean bost epitelio isolatuak jarri ziren eta 37°C tenperaturan, 5% CO, eta
95% hezetasunean hazi ziren. Argazkiak 2, 24 eta 48 hazkunde orduetan atera ziren.

Esperimentua gutxienez hiru aldiz errepikatu zen.

3.5 TINDAKETA

3.5.1 HEMATOXILINA-EOSINA

Listu-guruin helduak tindatzeko hematosilina-eosina erabili zen. Aldez aurretik,
guruinak gau osoan zehar fixatu ziren para-formaldehido %4an, jarraian deshidratatu
(SHANDON CITADEL 1000) eta parafinan murgildu ziren (SHANDON HISTO CENTER 2).
Behin lagina parafina barruan zegoenean, sekzioak egin genituen (5 um lodieran)
mikrotomoarekin (SHANDON FINESSE 325) eta gau osoan zehar 65°Ctan utzi genituen.
Tindatu aurretik desparafinatu behar izan ziren, zitrosolarekin 10 minutuz eta
etanolekin berridratatu ziren %100, %96, %70 5 minutu bakoitzean. Orduan laginak
tindatzeko prest zeuden, hematosilina 30 segundoz, gero urarekin garbitzen zen minutu
bat, eosinarekin 30 segundoz eta berriro deshidratatu etanol %70, %96, %100an eta
bukatzeko zitrosolarekin. Laginak estalki batekin muntatzeko, DPX Mounting for
histology (Sigma, 44581) erabili zen. Argazkiak OLYMPUS optical microscope BX50FO

atera ziren, CellA softwarekin.
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3.5.2INMUNOFLUORESZENTZIA

E12, 14, 17, 19 drogen presentzian edo absentzian hazitako SMGak, ordu batzuetan
zehar fixatzen ziren %4 paraformaldeidoan (ehunaren tamainaren arabera), gero
sakarosarekin babestu eta O.C.T. Compound (Tissue-Teck®, Sakura) barruan sartzen
ziren izotz lehorrean izoztu baino lehen. Kriostatoarekin (LEICA CM3050S) ebakitzean
laginak 10 um lodieran mozten ziren. OCTa PBSarekin garbitu ostean, ehunak blokeatu

eta gau osoan zehar inkubatzen ziren antigorputzekin.

Untxiko DLK1 eta DLK2 aurka doazen antigorputzak deskribatzen den bezala lortu ziren,
Hermida et al., 2008 and Rivero et al., de 2012. Bi antigorputz hauek laginen DLK
proteinen zelula barruko epitopoak ezagutzen dituzte, eta 1:1000 diluzioan erabili
ziren. DLK1 proteinak listu-guruin helduaren zelula mioepitelialetako markatzailea
dela baieztatzeko inmunofloreszentzia bikoitza egin genuen, hau da, saguaren a-sma
aurkako (smooth muskle actin) (A2547, Sigma, 1:250 diluzioan) antigorputza DLK1en
markaketa egiten zen aldi berean jarri zen. Markaketa ikustarazteko bi bigarren
antigorputz erabili ziren, Alexa Fluor 488 (berde) ahuntz untxi-aurkako IgG (A11008,
Invitrogene) eta Alexa Fluor 594 (gorria) ahuntz sagu-aurkako IgG (A11005,

Invitrogene).

NOTCH hartzailearen forma aktiboa ikusteko, untxiko NOTCH 1 intracellular domain
(N1ICD) aukako antigorputza (ab8925, Abcam 1:250 diluzioarekin) erabili genuen eta
ikustarazteko bigarren antigorputz bat Alexa Fluor 488 ahuntz untxi-aurkako IgG
(A11008, Invitrogene). Argazkiak Zeiss Axioskop epifluorezentziako mikroskopio batekin

atera ziren, Nikon NIS-Elements softwerarekin dabilena.

E13ko SMGak hazkunde organotipikoetan drogen presentzian edo absentzian hazitak,
untxiko antigorputz ezberdinetarako markatu ziren, Ki67 aurkako antigorputzarako
(ab15580, Abcam, 1:500 diluzioan) proliferatzen diren zelulak ikusteko, fosfo histona H3
aurkako antigorputza (H3P, 06-570, Millipore 1:500 diluzioan) mitosian dauden zelulak
markatzeko, eta Caspasa3 aurkako antigorputza (9661, Cell Signalling 1:200 diluzioan)

apoptosian dauden zelulak detektatzeko.
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Ama zelulak edo progenitoreak ikusi ahal izateko zitokeratina 5 aurkako (CK5, ab53121,
Abcam 1:400 diluzioan) edo saguko zitokeratina 14 aurkako (CK14, specific marker of
myoepithelial cells, ab49747, Abcam 1:200 diluzioan) antigorputzak erabili ziren.
Untxiko lehenengo anti gorputz guzti hauek, Alexa Fluor 488 ahuntz untxi-aurkako 1gG
(A11008, Invitrogene) antigorputzarekin ikustarazi ziren eta sauguenak 594 ahuntz
sagu-aurkako IgG (A11005, Invitrogene) antigorputzarekin. Markaketa guzti hauen
argazkiak ateratzeko Olympus FV500 Fluoview mikroskopio konfokala erabili zen Nikon

DS-QilMc softwarea erabiltzen duena.

48 orduz hazitako E13 SMG batzuei flotazio inmunofluorezentzia egin genien, ingelesez
“whole-mount” deritzona, OCTan sartzea behar ez duena. SMGak hazkundeetatik
ateratzean, jarraian eta moztu barik, untxiko Blll tubulina aurkako antigorputzarekin
markatu ziren (ab18207, Abcam 1:500 diluzioan), PSGren axoiak eta neuronen
gorputzak ikusi ahal izateko. Alexa Fluor 488 ahuntz untxi-aurkako IgG antigorputzaz
(A11029, Invitrogene) antigorputzarekin berdez ikustarazi ziren. Zelulen nukleoak
ehunari kontrastea emateko DAPIrekin (urdinez) tindatu ziren. Argazkiak ateratzeko
Olympus FV500 Fluoview mikroskopio konfokala erabili zen eta handipen askotako
argazkiak atera ziren xyz planoetan, sekzio guztia ateratzeko (40 um gutxi gorabehera),

eta gero 3D argazki bakarrean pilatu ziren.

DLK1 eta DLK2 proteinen kantitatea handitzeko behin behineko transfekzioak egindako
HSG zelulak bi egunez mantendu ziren. Jarraian untxiko Hes1 aurkako (ab71559, Abcam
1:200 diluzioan) antigorputzarekin markaketa egin zen, lehen deskribatu dugun
moduan. Bigarren antigorputza Alexa Fluor 594 ahuntz untxi-aurkako IgG (A11012,
Invitrogene) izan zen, ata DAPIla erabili genuen nukleoak koloreztatzeko. Argazkiak Zeiss
Axioskop epifluoreszentziako mikroskopio batekin atera ziren, Nikon NIS-Elements
softwerarekin dabilena. Inmunomarkaketaren dentsitatearen kuantifikazio erlatiboa
egiteko Image J software erabili zen, beti zelulen azalerarekiko normalizazioa egiten

eta esperimentua hiru aldiz egin eta kuantifikatu zen.
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3.6 TRANSMISIOZKO ELECTROI MIKROSKOPIA (TEM)

TEMerako laginak % 2glutaraldeidoan kakodilato indargetzailerean 0.1 M (pH 7.4)
fixatzen dira gau osoan zehar. Laginak garbitzeko kakodilato /sakarosa indargetzaileretik
bi aldiz pasatu ziren eta gero post.finkapen bat osmio tetrosidoan %1. Ostean laginak
berriro garbitzen ziren eta etanoletan %30 tik %100ra deshidratatzen ziren. Gero
propileno oxidotik pasatzen ziren eta azkenik Epon Polarbed erretxina barruan
murgildu ziren.

Lagina erretxina barruan zegoenean sekzio ultrafinak egin ziren (70 nm) eta kobrezko
150 lauki-sare batzuen gainean jartzen ziren, post tindaketa bat egiteko uranilo
azetatoarekin eta berun zitratoarekin. Lagin hauek Philips EM208S transmisio
elektroniko mikroskopioan begiratu ziren eta argazki digitalak Olympus SIS Morada

digital kamerarekin atera ziren.

3.7 ZELULEN HAZKUNDEA

Proiektu honetarako HSG gizakien listu-guruin hodien adenokartzinoma lerro zelularra
erabili da (Shirasuna K, 1981). Zelulak 25 pasearekin hazi egin ziren DMEM-F12 (Gibco)
medioan, 10% fetu behi serumarekin  (Biochrom) eta 10 pg/ml

penizilina/estreptomizinarekin (Sigma).

3.8 LUZIFERASA ENTSEGUA

NOTCH hartzailearen transkripzio aktibitatea neurtzeko luciferasa entsegua erabili zen
HSG zeluletan. Zelulak pGLUcWT plasmidoarekin transfektatu ziren, plasmido honek
luciferasa genea adierazten du promotore espezifiko baten kontrolpean, promotore
hau CSL/ RBP-Jk/CBF-1 loturarako lau kopia ditu (Baladron et al., 2005). CSL/ RBP-
Jk/CBF-1 N1ICDrekin lotzen da, NOTCH hartzailearen forma aktiboa.

Gure datuak normalizatzeko, zelulak pRLTK (renilla expresion plasmid, Promega,
Madison, WI, USA) plasmidoekin ere transfektatu ziren. Kontrol positibo moduan HSG
zelulak pGLuUcWT eta pN1ICD-2500 (N1ICD proteina aktiboa espresatzen duena)
plasmidoekin aldi berean transfektatu ziren, edo pGLuUcWT plasmidoa eta pLNCX2-myc

(hutsik dagoen bektorea).
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Transfekzioaren efizientzia neurtzeko pEGFP-N1 (Clontech, Mountain View, California)
erabili genuen, plasmido hau proteina fluoreszente berdea kodifikatzen du. Behin-
behineko transfekzioak 50% zelulen konfluentzian egin ziren eta 0.75-1 pg plasmido
ezberdinekin Superfect agentea erabiliz (Qiagen INC., Hilden, Germany) ekoizlearen

gomendioak jarraituz.

DLKlek edo DLK2k NOTCH aktibazioan daukaten efektua aztertzeko HSG zelulak
transfektatu ziren aldi berean pGlucWT plasmidoarekin eta HDLK1S eta/edo HDLK2S
adierazpen plasmidoekin. Gainera, zelulak DAPT 10 uM ere tratatu ziren. HDLK1S
plasmidoa gizakiaren DLKlen cDNA osoa darama, HDLK1-AG1l (Lee et al., 1995)
plasmidotik aterata. HDLK1-AG1 plasmidoa Hindlll-Notl erreztrikzio entzimarekin
moztu zen eta lorturiko cDNA pLNCX2 adierazpen bektorean klonatu zen (Clontech,
Palo Alto, CA, USA). HDLK2S plasmidoa gizakien DLK2 cDNA osoa darama (MGC Full-
Length clone IMAGE ID 54954558). HDLK2 cDNA MGC klonarena Hindlll-Notl
erreztrikzio entzimarekin ebaki zen eta jarraian pLNCX plasmidoan klonatu zen Hindlll-

Notl erreztrikzio lekuetan.

Transfektaturiko HSG zelulak 372C eta 5% CO, medio osoan hazi ziren. 24-48 transfekzio
ordu ostean zelulak lisatu ziren eta Luciferase Kit (Dual-Luciferase Reporter Assay
System, Promega, Madison, WI, USA) erabiltzeko prozesua jarraitu zen. Kit honek
luciferasa entzimaren substratua dauka, entzima honen kopia gehiago dituen lisatuak
proportzionalki produktu koloreztatu baten seinale gehiago emango dute, aldiz
kontrola renilla daramana ez du seinalerik emango, substratua katalizatzeko ahalera ez
daukalako, honela transfekzioaren zarata kentzen da. Esperimentua behintzat hiru aldiz

errepikatu zen.

Beste esperimentu batean, azpikonfluentzian zeuden giza HSG zelulei behin behineko
transfekzioak egin genizkien Trans LT1 (Mirus) agentearekin. DLK1S, DLK2S eta PCLNX2
(hutsik dagen bektorea, kontrol moduan) plasmidoak transfektatu ziren. HSG zelulak bi
egunez mantendu ziren hazkundean DLK1 eta DLK2ren proteinen mailak handitzeko eta

gero itu geneen erregulazioak aztertzeko.
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3.9 POLIMERASAREN ERREAKZIO KATEATU KUANTITATIBOA

Teknika honek ehun espezifiko batek edo zelula talde batek ekoizten duten mRNA
kantitatea neurtzea du helburu. Enbrioi listu-guruinen edo epitelio errudimentuen RNA
Ambion miniKiT (Cat n2. AM1931) kitarekin atera zen. Ehuna handiagoa zenean berriz,
erauzketa RNeasy kit Qiagen (Cat n2.74104) kitarekin egiten zen. RNA ateratzeko kit
biek oinarri berbera daukate, fenola eta guanidinazko tiocianatoa erabiltzen dute
zelulak apurtzeko eta RNAsak inhibitzeko. Gero, silizez egindako zutabez osatutako
sistema bat erabiltzen dute, non RNAk zutabeen hormetan atxikitutak geratzen diren.
Jarraian zutabeak garbitzen dira eta azkenik likido berezi batekin RNA eluitzen da.
RNAren kantitatea eta kalitatea (260/280 ratioa 2 inguru) neurtzen dira (Synergy HT,
Bioteq). RNA -80°Ctan gordetzen da.

Polimerasaren erreakzio kateatuak RNA erabiltzen du molde moduan eta tanskriptasa
rebertsoa erabiltzen du cDNA (complementary DNA) egiteko (entzimaren

eraginkortasua %100 dela suposatzen da).

Erreakzio hau egiteko iScripts'™ cDNA Synthesis kit (BioRad) erabili genuen, beti bezala,
ekoizlearen gomendioak jarraitzen. cDNA ekoizteko honako erreaktinoak jartzen
genituen elkarrekin: RNAko 1 pg, 5x iScripts Reaction Mix (Bio-Rad, 170-8890) 4 pul eta
iScripts Reverse Transcriptase 1 pl, eta DEPC ur kantitate bat, erreakziorako bolumen
totala 20 pl eduki arte. Erreakzioaren pausuak hauek ziren, hasiera 25°C 5 minutuz,
sintesia 32°C 30 minutuz, eta azkenik elongazioa 85°C 5 minutuz. cDNA -20°Ctan gorde

zen.

Polimesararen erreakzio kateatu kuantitatiboa (qPCRa) iCycler MyiQ™ Single-Color
Real-Time PCR Detection System (BioRad) ekipoan egin zen. Erreakzioa emateko
elkarrekin jartzen genituen, 5 ul Power SYBR® Green PCR Master Mix (Life technologies,
4367659), entzima eta nukleotido fluoreszenteak daramana, 6,25 uM (lsogen)
kontzentrazioan dauden hasleen 0.5 pl bakoitzeko eta azkenik 2ng/ul kontzentrazioko
cDNAren 5 pl uran disolbaturik. Gene bakoitza hirunaka aztertzen da, 96 putzuetako

plaketan eta plastikozko estalki itsasgarri batekin. Erreakziorako pausuak: hasteko
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entzimaren berotze pausua 95°C 10 minutuz, jarraian 45 ziklo 95°C 30 segundo DNAren
desnaturalizazioarako, 51-61°C 30 segundo hasle bakoitzaren arabera eta 75°C hasleak
itsasteko eta elongazioa egiteko. Azkenik, tenperaturaren aldapa bat egiten du 65°C eta
95°C bitartean 60 ziklotan eta 0, 5°C handitzen doa ziklo bakoitzean. gPCRaren

produktuak 4°Ctan gordetzen dira.

Makinak emandako datuak, Ct baloreak deritzonak, gene erreferentzia baten
baloreekin normalizatzen dira, ACt baloreak emanez. Jarraian baldintza ezberdinak
alderatzen dira, AACt eskuratuz, eta logaritmikoetara eraldatzen dira; lortzen den azken
baloreari “Fold change” deritzogu, hots, gene interesgarri bat kontrolarekiko zenbat
aldiz aldatzen den (Schmittgen TD & Livak KJ, 2008). Konparaturiko kondizioak

estatistikoki esanguratsutzat ematen dira 95%ko konfidantze-tartearekin.

Erabilitako hasleak hauek izan ziren:

Ck14 Forward: 5’ACCGCCAGATCCGCACCAAG3’
Ck14 Reverse: 5" TCCTAAGCCTGAGCAGCATGTAGC3’

Ck5 Forward: 5" TCCTGTTGAACGCCGCTGAC3’
Ck5 Reverse: 5"CGGAAGGACACACTGGACTGG3’

Agp5 Forward: 5'TCTACTTCTACTTGCTTTTCCCCTCCTC3’
Agp5 Reverse: 5" CGATGGTCTTCTTCCGCTCCTCTC3’

Fgf10 Forward: 5" TCTTCCTCCTCCTCGTCCTTCTCCTCTCCTTCC3’
Fgf10 Reverse: 5" CCGCTGACCTTGCCGTTCTTCTCAATCG3’

DIk2 Forward: 5" GGCCAGTGTGTGTATGACGG3’,
DIk2 Reverse: 5°CGGCATGTGAAGTTGAGGG3’

Gapdh Forward: 5°’ACGGCACAGTCAAGGCCGAG3’,
Gapdh Reverse: 5"CACCCTTCAAGTGGGCCCCG3’
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3.10 WESTERN BLOTA

E13 enbrioien SMGak isolatu eta 48 orduz hazi ziren sDLK1 2.5 pug/ml presentzian edo
absentzian, kontrol moduan. Laginak jaso ziren PBSan garbitu eta zentrifugatu ziren.
Laginen proteinak ateratzeko RIPA indargetzailera erabili zen (80 mM Tris-HCI [pH 8],
150 mM NaCl, %0.5 sodium deoxycholate, %1 Nonidet P-40 [NP-40], %0.1 SDS).
RIPArekin nahastean izotzean mantendu zen lagina 15 minutuz eta gero zentrifugatu.
Gain-jalkineko proteinak bizinkoniko azidoaren teknikarekin kuantifikatu ziren. Wester-
blota egiteko proteina hauen 40 mg jarri ziren SDS-polyacrylamide gelaren lerro
bakoitzean, elektroforesia egin, eta gero Nitrocellulose Transfer Membrane

(WHATMAN) mintzetan electroblota egin genuen.

Proteinak ikusteko antigorputz espezifikoekin markaketa bat egin genuen. Lehengoz
mintzak blokeatu ziren %5ko lehorturiko esne ez gantzatuarekin,Tween 20 %0.1an
PBSan ordu betez. Gero mintzak garbitu ziren %10 TBS (145 mM NacCl, 50 mMTris-HCI
[pH 7.4]) bafferarekin eta 42C antigorputzekin inkubatu ziren gau osoan zehar. Aztertu
nahi genuen proteina ikusteko untxiko N1ICD aurkako antigorputza (ab 8925, Abcam,
1:500 dilution) erabili genuen eta kontrol edo erreferentzia moduan saguaren a-tubulin
aurkako antigorputz monoklonala (T5168 Sigma- Aldrich, 1:4.000). Antigeno-
antigorputzen konplexuen detekzioa, bigarren antigorputz batekin egin zen, untxiaren
kontra doan ahuntzeko IgG-H&L poliklonala (HRP daramana) (ab6721, Abcam 1:3.000
dilution) edo saguaren kontra doan ahuntzaren IgG-H&L poliklonala (HRP daramana)
(ab97046, Abcam 1:3.000 dilution). Markaturiko bandak kimioluminizentziaz (ECL) (GE

Healthcare) ikustarazi ziren, ekoizlearen gomendioak jarraituz.
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3.11 LISTUAREN NEURKETA

DIk1(-/-) eta DIk1(+/+) ar eta eme saguak %1 isoflurano arnastearekin anestesiatu
ziren eta listuaren jariatzea estimulatu zen pilocarpina (0.05 mg/100 g gorputz pisua)
peritoneo barruko injekzio batekin. Polikarpinak SMGaren inerbazio parasinpatikoa
kitzikatzen du, aktibitate Badrenergikoa daukan agonista muskarinikoa delako.

Jariaturiko listua saguen aho barrunbean sarturiko paperezko zatiak xurgatzen zituen.
Bi minuturo paper zati hau ahotik atera eta pisatzen zen, paper lehorreko edo aurreko
paper bustiaren pisu diferentzia kalkulatzen zen. 20 minutu zehar gehitzen zen listua,

saguaren pisuarekiko, grafiko batean irudikatu genuen.

3.12 TRATAMENDU ESTATISTIKOA

Esperimentu guztien datuak elkartu ziren eta kontrolarekiko normalizatu ziren.
Tratamendu estatistikoa baino lehen, datu guztien distribuzioa normaltasun test batetik
pasatu ziren. Datuak ez parametrikoak zirenean, hau da, distribuzio normal bat
jarraitzen ez zutenean, taldeen arteko diferentzia estatistikoak zeuden ala ez ikusteko,
Kruskal-Wallis testa erabili genuen. Aldiz, distribuzio parametrikoentzat, ANOVA post-
hoc testarekin erabiltzen genuen. Esanguratasuna p<0.05 ezarri zen. Datuak “IBM SPSS
statistic 19 software” programarekin aztertu ziren. Grafikoen zutabeek +SEM erakusten

dute.
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Emaitzak

4.1 DLK1, DLK2 ETA N1ICD PRESENTZIA SAGUKO LISTU-GURUIN
GARAPENEAN

Garapeneko SMGan DLK1 eta DLK2ren rola aztertzen hasteko, lehenik, DIk1 eta DIk2ren
adierazpen mailak konparatu genituen SMGaren garapeneko garai ezberdinen eta SMG

helduren artean (14.Irudia).

Esperimentu honen bitartez DIk1 eta DIk2, garapeneko E12an (12 egunetako enbrioietan),
goiz adierzaten direla ikusi genuen. E12an listu-guruinaren morfogenesia hasten da eta
jarraian progenitore zelulen hedapena ematen da. E14tik aurrera, E17 eta E19an Dlklen
adierazpen maila jaisten doa. P2an eta sagu helduaren SMGan berriz, DIkl oso gutxi
adierazten da. DIk2 maila berdinean adierazten da E12, E14, E17 eta E19 garaietan.
Bestalde, P2an, SMGaren desberdintzapena ematen denean, Dlk2ren mailak beherantz

egiten du , SMG helduetakoena baino maila baxuagoetara iritsiz.
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g 1 14 Irudia. DIk1 eta Dlk2ren
E adierazpen mailak listu-guruinaren
4
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Jarraitzeko, gerapeneko listu-guruinaren epitelio eta mesenkimako DLK1 eta DLK2 eta
N1ICDren distribuzioa konparatu genituen. Horretarako 12 eta 19 egun arteko
enbrioien SMGren sekzioak erabili genituen (E12-E19) (15.Irudia.A-l). DLK1 eta DLK2ren

adierazpena konparatzean oso patroi ezberdina azaldu zuten.
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E12

E 14

E17

E19

15.lrudia. DLK1, DLK2 eta NICD1lren adierazpen patroia listu-guruinaren garapenean zehar. E12
egunetako sagu enbrioien SMGak kimu garaian daude eta positiboak dira DLK1 (A), DLK2 (F) eta
NICD1entzat (J-M). E14ko SMGak, sasiguruindar eta kanalikular garai artekoak, DLK1 eta DLK2rentzako

adierazpen ezberdina (B, mesenkiman ageri da gehienbat) (G, epitelioan ageri da gehienbat); (J,K)

NICD1ren adierazpena E12-14 garapen egunetan; (A, B, F, G, J, K) Eskala barra: 150um. Kimu terminaleko
garaian, E17tik E19ra, patroi hau mantentzen da. Azinoetako eta hodietako epitelioa negatiboa izanik
DLK1entzat (D, E), baina positiboa DLK2 (H, 1) eta NICD1 entzat (L, M) Eskala-barra: 50um.
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SMGak kimu garaian (E12) oso gogor markatzen dira DLK1entzako, bereziki mesenkima
aldean antzematen delarik. Kimu ertzetako zelula epitelialak ere markatu ziren
DLK1entzako, era ahulagoan bazen ere. DLK2 aldiz, lausotuago markaturik ageri zen

epitelioan zein mesenkiman.

Alde batetik, garai sasiguruindarrean (E14), DLK1en adierazpena altua zen ezberdindu
gabeko mesenkimako zeluletan eta kimuen ertzetako zelula epitelialetan. Hodietako
zelula epitelialetan ordea adierazpena negatiboa zen. Beste aldetik, DLK2ren
adierazpen garrantzitsua ageri zen epitelioan, mesenkiman oso seinale ahula ikusi zen

bitartean.

El7an (garai kanalikularrean), DLK1en adierazpena mesenkiman, azinoen ertzetako
zeluletan eta zelula mioepitelialetan ageri zen., aldiz, Hodien argiak aldiz, guztiz

negatiboak ziren DLK1entzat.

DLKlen markaketa zelula mioepitelialetan egiaztatzeko, markaketa bikoitza egin
genuen DLK1len aurka eta gihar leuneko aktinaren (aSMA) aurka, zelula mioepitelialak
bereziki markatzen dituen proteina. Inmunomarkaketarekin DLK1 eta aSMAren arteko
kolokalizazioa aurkitu genuen azino serosoak eta mukosoak inguratzen dituzten
zeluletan, eta zelula mioepitelial bezala identifikatu genituen aSMArekin markatutako
izar itxurako zelulak (16.lrudia). DLK2ren seinalea E17ko SMGko hodietako zeluletan

kantitate handian ageri zen, azinoetako zeluletan gutxiago markatu zen bitartean.

Kimu terminalaren garaian (E19), DLK1 mesenkiman markatzen zen eta oso argi ageri
zen azinoak inguratzen dituzten zeluletan. Azinoen barruko zeluletan berriz, ahulago
ageri zen. DLK2ri dagokionez, azinoetako eta hodietako zeluletan azaldu zen, E17an

erakusten den patroi antzekoa jarraituz.
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DLKA | asMA | DLK1-aSMA

AZINO MUCOSOAK

AZINO SEROSOAK

16.lrudia. E17 SMGetako DLK1 eta aSMAren immunomarkaketa. (A, A") DLK1en adierazpena (berdez)
azino seroso eta mukosoentzat positiboa da. (B, B’) aSMA markaketa (gorriz) eta (D, D’) bi
markatzaileentzako elkartutako irudiek kolokalizazio seinalea aurkezten dute (geziak), zelula

mioepitelialetan DLK1en markaketa islatuz. Eskala-barra: 20 um.

Laburbilduz, DLK1 eta DLK2k guztiz kontrako adierazpen patroia azaltzen dute
garapeneko listu-guruin garai ezberdinetan zehar: DLK1 epitelioan oso gutxi
espresatzen zen bitartean, DLK2k oso adierazpen altua zeukan ehun horretan. Aldi
berean, listu-guruinetako mesenkimak DLKlen adierazpen positiboa erakutsi zuen,
DLK2ren adierazpena txikiagoa zen bitartean. DLK1 eta DLK2ren alderantzizko
adierazpen korrelazio hau beste zelula mota batzuetan ere ikusi da (Nueda et al.
2007b). Dena den, garrantzitsua da esatea DLK1 eta DLK2rentzako erabili ditugen
antigorputz hauek zelula barneko epitopoak ezagutzen dituztela. Ezaguna da DLK1lek
luzera osoko proteinean zatiketa bat jasan dezakeela eta ondorioz aldaera solubagarri
batean aurki daitekeela (Wang, V. et al., 2006; Mei, B. et al., 2002). Oraindik ez dakigu

DLK2k ere prozesu proteolitiko hau jasan dezakeen.

DLK1 eta DLK2ren adierazpen patroiak NOTCH seinalizazio bidearen aktibazioarekin
konparatu genituen, NOTCHlen barneko domeinu (N1ICD) zatiaren aurkako
inmunomarkaketaren bidez. N1ICD, NOTCHlen hartzaile aktibatua da, hartzaileren
mozketa bidez sortzen den barneko azpiunitatea eta transkripzioan parte hartzeko

garraiatzen den zatia da.
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Ondorioz, NOTCH1 hartzaile aktiboak dituzten zelulek N1ICD maila altuagoak
erakusten dituzte inmunomarkaketarekin. E17tik E19rako SMGetan N1ICDren
markaketa maila handia detektatu zen hodietako eta azinoetako zelulen nukleoetan
zein zitoplasmetan (15.Irudia.L-M). SMGetan aztertutako garapeneko beste garaietan,
N1lICDren markaketek antzeko intentsitateak aurkeztu zituzten, mesenkimako eta

epitelioko zeluletan.

PSGko neuronetan NOTCH seinale bidea aktibatua dagoen behatzeko, markaketa
bikoitza egin genuen Bl tubulina eta N1ICD proteinen aurka. Markaketa honen
emaitza gangoil parasinpatikoan bi proteina hauen kolokalizazioa izan zen, nahiz eta
N1ICDren markaketa PSGaren alboan zegoen jariapen-hodiarena baino ahulagoa izan

(17. Irudia).

Emaitza hauek kontuan izanda, NOTCH1en seinalizazio bidea aktibatuta dagoela esan
dezakegu bai SMGaren azinoetako bai hodietako epitelioan eta baita PSGan ere.
Ondorioz, seinalizazio honek funtzio garrantzitsua izan dezake SMGaren garapenaren

erregulazioan.

N1ICD- g IlITUBULIN

AZINO
EPITELIALA

MESENKIMA

E14 SMG

SLG HODIA

17. Irudia. NOTCH seinale bidea PSGan. E14 SMGen konfokaleko immunofluoreszentzia irudiak,
elkartutako markaketa aurkezten, N1ICD berdez eta B-Ill tubulin (PSG neuronen markatzailea) gorriz. Bai
PSGa (A) bai azinoak inerbatzen dituzten axoiak (B) ori-laranjaz ageri dira, bi markatzaile hauen
kolokalizazioa frogatuz. SMGaren eta SLGaren hodi nagusiak ere N1ICDrentzat markatzen dira.Eskala-

barra: 20 um.
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4.2 DLK1lek ETA DLK2k NOTCH1 SEINALIZAZIO BIDEA INHIBITZEN DUTE
LISTU-GURUIN EPITELIOKO JATORRIZKO HSG ZELULETAN

Preadipozitoetan eta zelula mesenkimaletan, DLK1lek eta DLK2k NOTCH seinalizazio
bidearen lotugai inhibitzaile moduan jarduten dute (Sanchez-Solana et al., 2011, Nueda
et al., 2007a). DLK1 eta DLK2k SMGan NOTCH seinalizazio bidea erregulatzeko
ahalmenik ba al zuten aztertzeko, gizakien listu-guruinetako lerro zelular epiteliala
(HSG) erabili genuen. HSGei luziferasa entsegua egin genien, NOTCH seinalizazioaren

aktibitate transkripzionala neurtzen duen teknika, alegia.

DLK1 eta DLK2k NOTCH hartzailearen transkripzio aktibazioarekin zerikusia duten
aztertzeko, listu-guruineko HSG lerro zelularra, pGLUcWT/pRLT eta HDLK1S edo HDLK2S
adierazpen plasmidoekin transfektatu genituen aldi berean. HDLK1S edo HDLK2S
plasmidoekin transfektatzean luziferasa aktibitatearen jaitsiera esanguratsua ikusi
genuen (18.lrudia.B), DLK1 eta DLK2 HSG zelulen NOTCHlen lotugai ez-kanoniko
inhibitzaileak direla iradokiz, beste zelula mota batzuentzat deskribatu den bezala
(Baladron et al., 2005; Nueda et al., 2007b; Sanchez-Solana et al,. 2011). HSG zelulek
luziferasa aktibitatearen jaitsiera bat aurkeztu zuten 10 uM DAPTrekin trataturik
izatean, transfektatuak izan ez ziren zelulen antzeko luziferasa aktibitate maila

erakutsiz.

18.Irudia. DLK1 eta DLK2k, NOTCH1 hartzaile

:ﬁi endogenoan erangindako seinalizazioa

22: inhibitzen dute. (A, B) Luziferasa/NOTCH

§§ aktibitatearen neurketa. (A) HSG zelulak

:2 pGLUCWT/pRLT plasmidoarekin transfektatu

z —_— ziren eta N1ICD adierazpen plasmidoarekin,
PLNCX2-MYC N1ICD

ACTIVITY

>
RELATIVE LUCIFERASE .

kontrol positibo moduan. (B) HSG zelulak
pLPCX2 (kontrol moduan), HDLK1, HDLK2

1.4 adierazpen plasmidoen transfekzioen edo 10
1.2

. MM DAPTrekin tratamenduentzat luziferasa

0.8 aktibitatea. Hiru esperimentu
0.6

ACTIVITY

independenteen bataz-bestekoa terrorea.
0.4

0.2 Bariantzaren analisia (ANOVA) post hoc Tukey

RELATIVE LUCIFERASE n

in *p < *k < *k k<
CONTROL DAPT10pM PLNCX2  HDLK1S  HDLK2S testarekin p_OOS, p_001’ p_0001
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Emaitza hauek berresteko, HSG zelulak gizakien DLK1S eta DLK2S adierazpen
plasmidoekin behin-behinez transfektatu ziren. 24 orduren buruan HESI,
seinalizazioaren gene ituaren, aurkako inmunomarkaketaz NOTCH seinalizazio bidearen
inhibizioa aztertu zen. Nukleoko HESlen seinalearen jaitsiera esanguratsua ikusi zen,
HDLK1S eta HDLK2Sen transfekzioen seinale bidean funtzio inhibitzailea berretsiz (19.

Irudia)

EI | KONTROLA HDLK1S HDLK2S

HES1

DAPI + HES1

HES1 ‘
120 ECONTROL

) COHDLK1S
Z 100
o I HDLK2S
ﬂ —_

2 80
35
o XL
g g 60 EE TS u
Jig x
<a x
S0
o
2 2

0

19.Irudia. DLK1 eta DLK2k NOTCH seinalizarioaren HES1 gene ituaren adierazpena murrizten du HSG
zeluletan. (A) HES1en aurkako inmunomarkaketa, HSG zeluletan, gizakien DLK1 edo DLK2 adierazpen
plasmidoen behin-behineko tranfekzio ostean. (a) HSG zelulen kontrola (hutsik zegoen bektorearekin
transfektatuta). HES1len kokapena nuklearra da gehien bat. (b, d, b’, d’) HSG zelulak behinik-behin
transfektatuak (HDLK1S edo HDLK2S plasmidoekin) eta bi egunen ostean HESlentzat. Nukleoak
DAPIrekin inmunomarkatuak. Eskala barra: 50 um. (B) HSG zelulak HDLK1S edo HDLK2S plasmidoekin
transfektatu ostean eta hutsik dagoen plasmidoarekin transfektatutako zelulekin konparatu ostean,
HESlen nukleoko floreszentziaren bataz besteko kuantifikazioren grafikoa. Hiru esperimentu
independenteen bataz-bestekoa terrorea. Bariantzaren analisia (ANOVA) post hoc Tukey testarekin***p
<0.001.

44



Emaitzak

4.3 NOTCH SEINALIZAZIOAREN INHIBIZIOA SMG.EN ADARKATZE
MORFOGENESIA ETA INERBAZIOA MURRIZTEN DITU

Aurrez aurkeztutako ikerkuntzek, gamma-sekretasaren inhibitzaileekin (DAPT, adibidez)
NOTCH seinalizazioaren indargabetzeak, HSG zelulen desberdintzapen markatzaileak
inhibitzen zituztela erakutsi zuten (Dang et al., 2009). Lan honek, listu-guruineko
hazkuntzarako eta desberdintzapenerako NOTCH seinalizazioak izan zezakeen

garrantzia iradoki zuen.

NOTCH seinalizazio bidearen oztopatzeak SMGaren garapenean eta adarkatze
morfogenesian ondorioak izan zitzazkeen. Aztertzeko, E13ko SMGak 2.5ug/ml sDLK1
edo 20uM DAPTren presentzian edo absentzian hazi ziren bi egunez (48 ordu)

(20.Irudia).

Hasteko, sDLK1ek SMGetako hazkundeetan NOTCH seinalizazioa inhibitzeko gaitasuna
zuela egiaztatzeko, N1ICDren aurkako inmunofluoreszentzia eta inmunoblota egin
genuen. sDLKlen presentzian N1ICDren seinalea inmunofluorezentzian eta western-
bloteko bandan gutxitzen zela ikusi genuen (21.Irudia.K). Beraz, HSG zelulekin ikusitako
emaitzen antzera, sDLKlen presentzian hazitako SMGak NOTCH1 seinalizazioa

inhibitzen zuten (21.Irudia.A,B).

Gure hurrengo helburua NOTCH1ren aktibitatea gutxitzeak SMGaren garapenean eta
morfogenesian ondoriak eduki zitzakeen aztertzea izan zen. Horretarako, hazitako listu-
guruin bakoitzari denboran zehar sortutako azinoak zenbatu genizkion eta horrela

“spooner ratio” deituriko portzentaiak kalkulatu genituen 0, 24 eta 48 orduetarako.

sDLK1ekin eta DAPTrekin, NOTCH seinalizazioa inhibitzean, SMGen adarkatze
morfogenesian murrizketa bat ikusi genuen kontrolarekiko konparatuz (26. Irudia.B,D).
Adarkatze efektua nabarmenagoa zen 48 hazkunde orduren ostean. Garapeneko
azinoek morfologia ezohikoa ageri zuten. Gainera, azinoen barruko aldeek zati ilunak
zituzten mikroskopioaz begiratzean (20.lrudia. geziak). NOTCH inhibituta zeukaten
SMGen azinoak zabalagoak ziren, epitelioaren arrakalen sorrera kaltetuta egongo balitz

bezala, adarkatzea murriztuta zegoelaren seinalea izanik.
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KONTROLA

sDLK1

DAPT

= |

20. Irudia. SMGetan NOTCH seinalizazioaren inhibizioak, adarkatze morfogenesia murrizten eta
morfologia ezohizkoa sortzen du. (A) E13 SMG kontrola 0 orduetan, morfologia naturala eta normala
adierazpide, kimu bakarra adarkatuz doa, kimuen kopurua handituz esponentzialki in vitro 24 eta 48
orduetan. (B) 2.5 pg/ml sDLK1rekin hazitako SMGak adarkatze murriztua dute eta kimuak zabalagoak
dira (geziak) 48 hazkunde orduren ostean. (D) 20 uM DAPTrekin hazitako SMGek sDLK1ekin hazitakoen
ezohizko morfologia antzekoa dute. Geziek zabaldu diren azinoak seinalatzen dituzte. Eskala-barra:
150um.

Adarkatze morfogenesiaren murrizketaren zergatia aztertzeko, zelulen proliferazioa
analizatu genuen. sDLK1en eta DAPTren presentzian 48 orduz hazitako SMGetan eta
SMG kontroletan. Funtzio hau neurtzeko ziklo zelularreko Ki67 markatzailea eta mitosi
faseko Histona3-fosfato (H3P) markatzaileak erabili genituen. Interesgarria iruditu
zitzaigun, bai sDLK1ekin bai DAPTrekin hazitako SMGek kontrol SMGek aurkeztutako
proliferazio tasa berdina azaldu zutela (21.lrudia.F,G,l,J). Neurtutako markatzaileek ez
zuten diferentzia esanguratsurik aurkeztu, ez Ki67" ezta H3P’k ere. sDLK1 zein
DAPTrekin inhibituriko NOTCH seinale bideak, proliferazioan ez zuela efekturik iradoki

zuen.
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21.lrudia.DLK1ek eragindako NOTCH seinalizazioaren inhibizioak ez du eraginik SMGetako zelulen

proliferazioan. (A) 48 orduz hazitako E13ko SMGa kontrolen N1ICDren aurka markaketa (nukleoak
DAPIrekin kontrastazeko) NOTCH1en aktibitatea ebaluatzeko. (B, D) 2.5 ug/ml sDLK1lekin eta 20 uM
DAPTrekin 48 orduz trataturiko E13ko SMGek, N1ICDren aurkako markaketak seinale gutxiago aurkeztu
zuten. (E) ki67ren aurka markatutako 48 orduz hazitako E13ko SMGa kontrolak. (F, G) 48 orduz sDLK1ekin
eta DAPTrekin trataturiko E13ko SMGak, zelula Ki67+ kontrolarekiko antzerako emaitzak erakutsi
zituzten. (H) H3P aurka markatutako 48 orduz hazitako E13ko SMG kontrolak. sDLK1lekin (I) eta
DAPTrekin (J) trataturiko E13ko SMGak, SMG kontrolak zuen zelula H3P+ kantitate berdina aurkeztu
zuten. Eskala-barra: 150 um. (L, M) Ki67+ and H3P+ren markaketa dentsitate erlatiboa area unitateko
irudikatzen dituzten grafikoak. SMG kontrolek eta sDLK1ekin eta DAPTrekin trataturiko SMGek ez dute
diferentzia esanguratsurik aurkezten ANOVArekin aztertuta. Hiru esperimentu independenteen bataz-
bestekoa + errorea. (K) N1ICDren markaketarako banda murrizketa bat erakutsi zuen sDLK1ekin 48 orduz

trataturiko E13ko SMGari dagokion Western blot entseguak.
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NOTCH seinalizazioak garapenean zehar epitelioko ama/progenitore zelulen mantetze
lanetan eta biziraupen funtzioetan duen garrantzia dela eta (Banplain et al., 2006),
murriztutako adarkatze morfogenesia, NOTCH seinalizazioak sorturiko epitelioko

zelulen apoptosiarekin erlazionaturik egon zitekela pentsatu genuen.

Hortaz, DAPTrekin hazitako E13ko SMGetan apoptosi bitartez hildako zelulak ikusteko
“cleaved Caspase 3” aktiboaren aurkako inmunomarkaketa egin genuen. DAPTrekin
zelula caspase3+ areagotzen ziren ustezko azinoen argietan (22.lrudia, A,B). Zelula
apoptotikoen taldeak azinoen barruko zelula progenitore epitelialekin bat etortzen
ziren. Gainera, apoptosiak azinoen ertzetako epitelioan zelulen kokapenaren
antolakuntzan akatsak eragiten zituen, mikroskopio elektronikoarekin ikusitakoaren

arabera (22.Irudia, A",B’).

CASPASE TEM

KONTROLA

DAPT

22.Irudia. NOTCH seinalizazioaren inhibizioak hazkundean dauden SMGeen azinoen barruko zelula
epitelialetan apoptosia eragiten du. Caspasa 3ren aurkako inmunomarkaketa (berdez),E13ko SMGa 48
orduz hazita (A, Kontrola) DAPTren absentzia eta (B) 20 M DAPTren presentzian. Zelula caspasa3*ak
azinoen barruan pilaturik zeudela nabaritu zen. Eskala barra: 150 um. TEMaz egindako mikrografiak,
E13ko SMG kontrol baten azinoa (A’) eta DAPTrekin trataturiko batena (B’) 48 orduz, azinoen barruko
zelula epitelialek apoptosiaren morfologia ezaugarria erakutsi zuten. Epitelio normala (EPI) eta

inguratzen duen mesenkima (MES). Eskala-barra: 5 um.
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Azkenengo ikerkuntzen arabera, inerbazio parasinpatikoa garapenean dauden listu-
guruinen adarkatze morfogenesirako ezinbesteko faktorea da. Hortaz, SMGetako
gongoil parasinpatikoaren presentzia, listu-guruinetako zelula epitelialak inguratzen
dituzten neuronen axoien inerbazio kolinergikoekin batera, SMGren organogenesia era
zuzenean emateko parte hartzen duten bi faktore oso garrantzitsu dira (Knox al., 2010).
Gainera, garapenean dauden gongoilen nerbio periferikoak NOTCH seinalizazioarekiko
oso sentsibleak dira (Taylor et al., 2007). Beraz, sDLK1 eta DAPT, NOTCH
seinalizazioaren inibitzaileak, PSGen neuronen garapenean eta inerbazioan efektu
negatibo bat izan zezaketela, eta ondorioz SMGetako morfogenesian efektua eduki ahal

zutela izan zen gure hipotesia.

sDLK1 edo DAPT tratamenduen ostean epitelio-nerbio arteko elkarrekintzak ondo
kontserbaturik zeudela ikusteko, PSGetako neuronen soma eta axoietan Blll-tubulina
proteinaren aurkako markaketa egin genuen. Proteina hau zelula hauen zitoeskeletoan

dago.

Baldintza normaletan, disekzioetan PSGa SMGari elkarturik agertzen da, eta honen
axoiak guruinetako epitelioa guztiz inguratzen dute (23. Irudia A,A’) hasierako kimuen
barrutik eta ertzen ingurutik hedatuz. Axoien sortak normalean, hodien inguruetan
egoten dira, adarkatze patroiekin hazten direlarik. Hala ere, E13ko SMGak sDLK1ekin
(23.Irudia B,B’) edo DAPTrekin (23.lrudia D,D’) 48 orduz hazi genituenean, inerbazioak
patroi ezohikoa aurkeztu zuen: axoi Blll tubulina positiboak PSGen alboan eta hodi
proximaletako epitelioan agertu ziren kontzentraturik, handik haratago hazi ezinik.

Gainera axoiak inoiz ez ziren kimuen ertzetara heltzen.
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23. Irudia. NOTCH seinalizazioa inhibitzean listu-guruinen inerbazioa murrizten da. (A) E13ko SMGa 48
orduz hazitako kontrolak, inerbazioa erakusten duen “whole-mount” baten argazkia (berdez: B IlI
Tubulinaren aurkako inmunomarkaketa). (A’) A argazkiko kimu bat handipen gehiagotan eta argazki
planoetan luzatuta. (B)sDLK1lekin 48 orduz hazitako SMGaren inerbazioa. (B')B argazkitik handipen
gehiagoko kimua, axoien dentsitatea murriztua erakutsiz. (D) 48 orduko DAPT tratamenduaren osteko
inerbazioa. (D’) axoiak ez dira azinoen mugetara heltzen. (A-D) Eskala-barra: 150um; (A’-D’): Eskala-
barra: 50 um.
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4.4 AKTIBAZIO KOLINERGIKOAK EZ DU SMG.AREN ADARKATZE
MORFOGENESI NORMALA BERRESKURATZEN, BAINA PSG.AREN
INERBAZIOA AREAGOTZEN DU, sDLK1 EDO DAPT.REKIN HAZITAKO
SMG.ETAN

SMGak elkarturik duen PSGa fisikoki kentzen denean, epitelioko adarkatze
morfogenesiaren murrizketa sendoa gertatzen da (Knox et al., 2010). Morfegenesi
kaltetu hau zelula progenitore zitokeratina 5+en gutxitzearekin erlazionaturik zegoen.
Gainera Carbakolarekin (CCh), azetil kolinaren anologoa, medioan jarriz efektu hau

lehengoratu egiten zen, honela PSGtik galdutako nerbio zuntzen funtzioa ordezkatuz.

Gure esperimentuetan, SMGak sDLK1 edo DAPTren tratamenduaren ostean
inerbazioko dentsitate axonalean murrizketa dramatikoa pairatzen zuen. Beraz,
SMGetako morfogenesian NOTCH seinalizazioaren bidezko inhibizio tratamenduek
egindako efektua seinale kolinergikoaren galerarekin erlazionaturik egon zitekeela

pentsatu genuen.

Hau kontuan hartuta, SMGak 10 nM CChrekin bakarrik eta sDLK1 edo DAPTren
prezentzian 48 orduz hazi genituen. Ostean, morfogenesia (24.lrudia.A,B,D) eta
inerbazioa (25.lrudia.B,D) neurtu genituen. Esperimentu honekin CChak adarkatze
morfogenesia ezin zuela berreskuratu ikusi genuen. sDLK1+CCh edo DAPT+CCh
tratamenduekin, berriz, inerbazioa berreskuratzen zela ikusi zen. BllI Tubulina
kuantifikatzean, sDLK1+CCh eta DAPT+CChren inerbazioak tratatu gabeko SMGen edo
soilik CChrekin hazita zeuden SMGen inerbazio maila berbera erakutsi zuten
(26.Irudia.A). Dentsitate axonala, Bl tubulinarekin “whole-mount”
inmunomarkaketarekin analizatuta, handiagoa zen sDLKlekin edo DAPTrekin aldi
berean CChrekin trataturik zeuden SMGetan. Berriz, sDLK1ekin edo DAPTrekin bakarrik
trataturik zeuden SMGek, SMG kontrolarekiko alderatura, BlIl tubulina markaketaren
murrizketa estatistikoki esanguratsua aurkezten zuten. Nahiz eta CChren tratamenduak
inerbazioa hobetu, adarkatze morfogenesia ez zen aldatu, CChrekin tratatutako SMGen
itxura (24.lrudia.A,B), sDLK1rekin edo DAPTrekin soilik hazitako SMGren itxura

berdintsua izan zen.
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24.Irudia. Gehitutako CChak ez du listu-guruinen adarkatze morfogenesi normala berreskuratzen. (A)
sDLK1ekin eta aldi berean CChrekin 48 orduz hazitako SMGen morfologia. Itxura ezohikoa, NOTCH
seinalizazioa inhibituta duten SMG batena. (B) DAPTrekin eta CCHrekin hazitako SMGa, ezohiko
morfologia batekin. (D) 10 nM CChrekin hazitako SMG kontrola. (A-D) Eskala-barra: 150 um
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B 11 TUBULINA

DLK1+CCh

DAPT+CCh

CCh 10nM

25. Irudia. CChak garepenean dauden kimuen dentsitate axonala areagotzen du. (A) sDLK1 eta
CChrekin 48 orduz trataturiko SMGen inerbazioa. (A’) Handipen handiagoko argazkia CChren
tratamenduaren ostean berreskuratutako dentsitate axonala erakutsiz. (B) DAPT eta CChrekin 48 orduz
hazitako SMGaren inerbazioa. (B") B argazkia handipen handiagotan dentsitatea berreskuratuarekin. (D)
CCh 10 nMrekin 48 orduz tratautako SMGak eta B Ill tubulinarekin markatutako inerbazioa, SMG
kontrolaren bezalakoa. (D°) handipen gehiagotan. (A-D) Escala-barra: 150um. (A’-D’). Escala-barra: 50
pum.
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26.Irudia. SMGen adarkatze morfogenesiaren kuantifikazioa NOTCH seinalizazioaren inhibitzaile

tratamenduaren ostean. (A)Tratamendu bakoitzeko kimu terminalen inerbazioaren kuantifikazioa (BlII

tubulin markaketaren dentsitatea). Bataz-bestekoaterrorea (n=4). ANOVA, post hoc Tukey testarekin;
***p <0.001. (B) sDLK1 eta (D)DAPT, CChrekin edo CCh barik. Azinoetako kimu terminalak zenbatu

genituen eta “spooner ratio”ak kalkulatu genituen

listu-guruin bakoitzerako, 48 orduko SMG

kontrolarekiko normalizaturik. Hiru esperimentu independenteen, 10 SMGetako bataz-bestekoaterrorea.
Kruskal-Wallis test; **p<0.01,***p <0.001.

54



Emaitzak

Aktibazio kolinergikoa SMGetako zelula progenitore zitokeratina 5*en areagotzearekin
erlazionatua izan zenez (Knox et al., 2010), gure buruari galdetu genion ea CCh
tratamenduak, zelula zitokeratina 5ak ugal zitzakeen bai sDLK1ekin hazitako SMGtan

zein SMG kontroletan.

Hipotesi hau argitzeko, 48 orduz hazitako E13ko SMGei “whole-mount”
inmunomarkaketa egin genien zitokeratina 5aren aurka (27.lrudia). SMG kontroletan
zelula progenitore CK5+ak hodietan ageri ziren gehien bat, PSGa kokaturik dagoen
lekuan, hain zuzen ere. Beste CK5+ populazio txikiago batzuk azinoetako epitelioan
agertu ziren. Ordea, sDLK1lrekin 48 orduz hazitako CK5+en zelulen murrizketa bat
pairatu zuten hodietako eta azinoetako populazioetan. Hala ere, 10 nM CChren
tratamenduarekin progenitoreen populazioa ia osorik berreskuratzea lortu zen
(27.lrudia). Beraz, sDLK1ekin eta CChrekin hazitako SMGek progenitore CK5+en zelulen
kopurua mantendu zuten, listu-guruinaren adarkatze morfogonesia berreskuratu gabe

edozein kasutan ere.

CONTROL sDLK1 CCh DLK1+CCh

CK5

27.Irudia. In vitro NOTCH seinalizazioaren inhibizioak DLKlekin zelula progenitoreen kopurua
murrizten du, efektu hau itzuli egiten delarik CChrekin. (A) 48 orduko E13ko SMGa “whole-mount”
markaketarekin zelula CK5+en aurka (berdez) kontrol moduan, gehienak hodietan eta batzuk kimuetan.

Nukleoak DAPIrekin kontrastatu ziren. DLKlen presentzian (B) eta CChren presentzian(D) 48 orduz
hazitako E13ko SMGa. DLK1lekin eta CCh 48 orduz hazitako E13ko SMGa. “Whole-mount” markaketa
CK5+ zelulen aurka (E). Eskala-barra:150 um.
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4.5 AKTIBAZIO KOLINERGIKOAK SMG.AREN ADARKATZE MORFOGENESIA
SUSTATZEN DU sDLK1 EDO DAPT.A KENDU OSTEAN

CChren aktibazio kolinergikoak listu gurinaren inerbazioa eta zelula progenitoreen

multzoak berreskuratu zituen sDLKlen 48 orduko tratamenduaren ostean, baina ez

zen nahikorik izan SMGaren adarkatze morfogenesia berreskuratzeko.

Lehenago esandakoaren arabera, SMGak DAPTren presentzian daudenean, zelula
epitelialen azpipopulazio batek apoptosia jasaten du. Beraz, CCh bidezko inerbazioa eta
zelula progenitoreen kopurua mantentzea ez dirudi nahikoa denik SMGaren adarkatze
morfogenesi normala berreskuratzeko. Gainera, azinoen barruko zelula epitelialak hazi

bezain pronto hiltzen badira, nekez parte hartuko dute listu-guruinaren hazkuntzan.

Zelula batek desberdintzeko kompromisu-terminala hartzen badu eta azkenik prozesua
ezin badu egin, azkar deuseztatzen da apoptosiaren bitartez; ondorioz, zelula
epitelialen galera honek, listu-guruin adarkatzearen berreskuratze prosezuan eragingo

luke.

Gogoeta hori aintzat hartuta, aktibazio kolinergikoak listu-guruineko morfogenesi
normala berreskuratu ote zezaketen ebaluatu nahi izan genuen epitelioko zelulen
apoptosia eragiten zuen agentea kendu bezain pronto (NOTCH seinalizazioaren

inhibitzaileak, sDLK1 edo DAPT).

Hau aztertzeko, E13ko SMGak 96 orduz hazi genituen. Hasieran, SMGak 48 orduz
NOTCH inhibitzailearen tratamenduarekin egon ziren, sDLK1 eta DAPTrekin. Jarraian,
SMGak bere onera etortzeko medioan bakarrik (kontrol moduan) edo CChrekin batera
jarri genituen. Listu-guruinetako adarkatze morfogenesia berreskuratu zen CCh
tratamenduarekin sDLK1 edo DAPTa mediotik kendu genuenean (28.Irudia.B,E). 96
hazkunde orduren ostean, CChko eraginpean zeuden SMGek adarkatzeko “spooner
ratio” hobeak aurkeztu zituzten medioan bakarrik zeuden SMGekin alderatuz
(28.Irudia.A,D). Berreskuratze prozesu hau indartsuagoa izan zen sDLK1ekin egon ziren
SMGetan. Gainera azino batzuek sustrai itxura erakutsi zuten, interesgarria iruditu

zitzaiguna (25.Irudia.B’).
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28.Irudia. Karbakolak (CCh) 48 orduz sDLKlekin edo DAPTrekin in vitro hazitako E13ko SMGen
adarkatze morfogenesia berpizten du. 2.5 pg/ml sDLK1 edo 20 uM DAPTrekin 48 orduz trataturiko
E13ko SMGak banandu egin ziren. Batzuk medioan hazi ziren eta beste batzuk 10 nM CChrekin beste 48
orduz. sDLK1ekin 48 orduz hazitako SMGak (A,B) eta beste 48 orduz medioan hazitako SMGak, kontrol
moduan (A’) eta CCharekin (B"). DAPTrekin 48 orduz hazitako SMGak (D,E) eta beste 48 orduz medioan,
kontrol moduan (D’) eta CCharekin (E’). Azinoek 96 hazkunde orduetan sustrai antza azaldu zuten (*).
Eskala- barra: 150 um. SMGen adarkatze morfogenesiaren kuantifikazioa sDLK1 (F) eta DAPT(G)
tratamendu inhibitzaileen ostean. “Spooner ratioak” kontrol bakoitzarekiko normalizatu ziren, hiru

esperimentu independenteen bataz-bestekoaterrorea (n=7).Kruskal-Wallis test; **p<0.01.
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4.6 NOTCH SEINALIZAZIOAREN INHIBIZIOAK IN VITRO HAZITAKO LISTU-
GURUINETATIK ISOLATUTAKO EPITELIOEN ADARKATZEA KALTETZEN DU

Lehen egiaztatu genuen bezala, NOTCH seinalizazioaren inhibizioak listu-guruineko
garapena eta adarkatze morfogenesia kaltetzen zuen. Halaber, ez dakigu adarkatzeren
inhibizioa PSGaren inerbazio kaltetuaren ondorioa den edota NOTCH seinale bidearen

inhibizioak epitelioan sortutako efektuarena den.

Galdera honi erantzuna emateko, SMGetatik askatutako epitelioak 48 orduz in vitro
hazi genituen. E13ko SMGen epitelioak inguratzen dituzten mesenkimatik isolatu
ziren. Lamininan sartu ziren eta 48 orduz uzti ziren hazten, DEMEM F12 medioan,
fibroblastoen hazkuntza faktore 10 (FGF10) eta heparan sulfatoarekin (HS) kontrol
moduan eta FGF10.HS eta 2.5 pg/ml sDLKlekin, NOTCH seinalizazioaren inhibizioa
aztertzeko. Epitelioentzat FGF10 ezinbestekoa da hazteko eta HSa beharrezkoa da
FGF10ak epitelioan duen hartzailera heltzeko (Patel VN et al, 2008, Makarenkova et al.,
2008).

Hasierako kontrol epitelioek (29.Irudia.A) 4-5 kimu zituzten, eta 24 hazkuntza orduren
ostean kimuak luzatu eta hauen kopurua batazbeste 7ra handitu zen. 48 hazkuntza
ordutan kimuen kopurua berdina lortu zen baina estuagoak eta luzeagoak ziren. Berriz,
epitelioak 2.5 pg/ml sDLK1ekin hazi genituenean (29.lrudia.B) epitelioen itxura guztiz
ezberdina zen. Epitelioen erdiak baino gehiagok zituzten kimuen kantitatea 3 kimuetara
murriztu zen, eta besteek kimu guztiak galdu zituzten borobil itxura hartuz bai 24
hazkunde ordutan eta baita 48 ordutan ere. Beraz, NOTCH seinalizazioren inhibizioak
epitelioan bertan efektua duela esan dezakegu, eta adarkatze morfogenesia kaltetzen

duela ondorioztatu dezakegu.
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29.Irudia. SMGetatik ateratako epitelioen in vitro hazkuntzetan sDLKlek kimuen sorkuntza
deuseztatzen du. (A) Epitelio kontrola (n=5) FGF10.HSrekin hazita 48 orduz. (B) 2.5 pg/ml sDLK1ekin
hazitako epitelioek (n=5), kimuen zenbakia murriztua erakusten dute eta in vitro hazitako epitelioen
morfologia normal galtzen dute. Eskala-Barra: 100 um.
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4.7 DIk1 KNOCK-OUT SAGUA

Knockout (KO) saguak gene baten inaktibazioaren in vivo ondoriak aztertzeko tresna
oso baliagarriak dira. Gure kasuan, genea DI/k1 da, eta sagua egiteko Neo genearen
kasetea Dlklen txertatu zen. Horrexegatik, genotipatzerakoan DI/k1 (-/-) saguan Neo
genea detektatzen dugu, DIk1(+/+) saguan berriz, jatorrizko Dlk1 (30. Irudia). Beraz,
DIk1 genea WT sagu ar eta emeetan detektatzen da, eta espero genuenez DIkl (-/-)

saguetan ez zen detektatu.

EMEA ARRA
Dlk1(-/-) Dik1(+/+) DIk1(-/-) DIk 1 (+/+)

Rpl13

Neo

Dlk1

Figure 30. Saguen genotipatzea. D/k1 (+/+) eta DIk1 (-/-) sagu eme eta arren buztanetatik ateratako DNA
anplifikatu egin zen Rpl13, Neo eta DIkl geneentzako eta gel batean ikustarazi ziren. WT saguak Dlk1
espresatzen du, DIk1(-/-) saguak aldiz, Neo genea.

Dlklen gabezia duten saguen lehenengo fenotipo analisiek, animali hauek hazkuntza
atzerapena, hezur asaldurak eta gizentzeko joera zutela esan ziguten (Moon et al.,
2002). Gainera, sagu hauek biziko lehenengo asteetan gutxi pisatzen zuten. Ostean,
badirudi BALB/CJ azpi-genotipoarekin egindako saguek WTekin alderatuta pisu normala
berreskuratzen zutela (Moon et al., 2002), aldiz 129/SvJ) edo C57BL/6 azpi-genotipoekin
egindako saguak txikiagoak ziren bizitza osoan zehar (Cheung et al., 2013;

Raghunandan et al., 2008).
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Datu hauek egiaztatzeko bi arrazen gorputz tamaina eta pisua alderatu genituen.
Lehenago esandakoaren harira, KO saguak (arra 25,6gtsd, emea 22g+sd) WT saguak
(arra34gtsd eta ema 26g+sd) baino txikiagoak eta arinagoak. Eme eta arren artean ere
diferentziak ikusi genituen, arren artean diferentzia hau esanguratsuagoa izanik (Fig

31).

| DIk1 (+/+) || DIk1 (-/-) |

| | ARRAK

EMEAK

(=] |
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DIk 1 +/+ DIkl -/- DIk 1 +/+ DIk 1 -/-

31.Irudia. DIk1 (-/-) saguak DIk1 (+/+) saguak baino txikiagoak eta arinagoak ziren. (A) Sagu bakoitzaren
irudia tamaina alderatzeko. DLK1(-/-) Arra eta emea eskuinean DLK1 (+/+)ak baino txikiagoak dira.
Azpian saguen gorputzen pisuen grafikoa (B) arrentzat eta (D) emeentzat, n=10 sagu. Student test; ***p

<0.001, *p<0.05.
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4.8.1 DIk1 KNOCK-OUT.EN LISTU-GURUINEN FENOTIPOA

DLK1 SMGaren garapenean zehar adierazten da eta listu-guruineko adarkatze
morfogenesian du bere funtzioa. Beraz DIk1 (-/-)aren listu-guruinak behatzea erabaki
genuen, eta sagu WTarekin konparatzea. Horretarako, DIk1 (-/-) eta (+/+) sagu ar eta
emeen barailpeko (SMG), mihipeko (SLG) eta parotidako (PG) listu-guruinen anatomia
aztertu eta morfologia behatu genituen. Listu-guruinak perfunditu eta azaleratu
ostean, argazkiak atera genituen (32. Irudia.A), jarraian listu-guruinak elkarrekin atera

eta pisatu genituen. DIk1 (-/-) listu-guruinak DIk1 (+/+) saguenak baina txikiagoak ziren.

Sagu DIk1 (-/-) eta DIk1 (+/+)etatik disekzionatutako listu-guruinak pisatu genituen,
n=6 ar eta emeak, eta grafika batean aurkeztu genituen listu-guruinen (SG) pisuak
saguen gorputzaren pisuarekiko (32.lrudia.B,C). Knock-out saguen listu-guruinak
txikiagoak eta arinagoak ziren, bai ar eta emeentzat, wild-type saguen listu-guruinekin
alderatuz. Gainera, emeen guruinak arrenak baino arinagoak ziren. Gure iritziz, sexuen
arteko tamaina diferentzia hau, karraskarietan bereizgarria den listu-guruinetako

dimorfismo sexualari egotzi dakioke (Atkinson et al., 1959; Gresik E, 1980).

Ik1 (+/+) 4|
ll” DIk1 (+/+ ” Dlk1 (-/ ) 5,5 ARRA W DIkl +/+
b 50 % m DIk1-/-
Y \“'{ 4,5 1

4,0 -
3,5 -
3,0

2,5 -
2,0 -
4,5 EMEA W DIkl +/+

40 *  mDIkl-/-
3,5

3,0

2,5 -

2,0

32.Irudia. DIk1(-/-) saguen listu-guruinak DIk1(+/+) saguenak baino txikiagoak dira. A) DIk1(-/-) eta

ARRA

EMEA
SG (mg)/saguaren pisua (g) SG (mg)/ saguaren pisua(g)

DIk1(+/+) saguenak arren listu-guruinak (a,b) eta emeenak (d,e), SLG: mihipekoa, SMG: barailpeko, P:
parotida. DIk1(-/-) eta DIk1(+/+) sagu (B) ar eta (D) eme n listu-guruin (SG) guztien pisua(n=6). Unpaired
t test ***p <0.001.
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DIk1(-/-) saguen listu-guruinak txikiagoak zirenez, sagu helduaren listu-guruinak SMG,
SLG eta PG (33.lrudia.A) eta garapenean zehar zeuden listu-guruinak (33.lrudia.B)
histologikoki behatzea erabaki genuen. Ehun mailean malformaziorik zegoen lkusi nahi

izan genuen.

IZI | SLG || SMG ” PG |

|| DIk1 (+/+)

DIk1 (-/-)

¥ 100 PR gl 15 >

33.Irudia. DIk1(+/+) eta DIk1(-/-) suguen listu-guruinen histologia. (A) Sagu helduen listu-guruin SLG,
SMG eta Parotidaren H/E tindaketa. Eskala-Barra: 20 um. (B) E15etik E17rako SMGen H/E tindaketa, eta

E19ko SMGa eta SLGa. Eskala-Barra: 100 um.
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DIk1 (+/+) eta (-/-) sagu helduen SMG, SLG eta PGak antzeko histologia ageri zuten
(33.Irudia.A). Sagu bietan, SLGen azinoko zelula epitelialek piramide itxura zuten,
zitoplasma argia, basofilikoa eta nukleoak ohin-aldean zituzten. Hodi interkalarrak
motzak eta estuak ziren, epitelio zapal eta kubikoz osaturiko nukleoekin zelularen alde
apikalean. SMGa, listu seromukitsua jariatzen duena, ezaguna da hodi bikordun
bihurgunetsuengatik (GCT). Hodi hauek hodi interkalarren eta hodi ildaskatuen artean
daude. SMGetako azinoek piramide itxurako zelula epitelialak zituzten, zelula hauek
zitoplasma argia eta basofiloa zuten, eta nukleoak zelularen erdian kokaturik zituztela.
Azkenik, PGa, ia guztiz serosoa zen bai DIk1(+/+) eta DIk1(-/-)rentzat. Azinoak oso
txikiak ziren, piramide itxurazko zelula epitelialek zitoplasma oso basofiloa zuten eta
nukleo handiak eta borobilakaurkezten zituzten =zelularen ohin-aldean. Hodi
interkalarrak motzak eta estuak ziren eta zelula epitelial zapal eta kubikoz osaturik
zeuden, nukleo handiekin. Zehaztasunez behatutako histologiak ez zuen DIk1 (+/+) eta

(-/-) saguren listu-guruinen arteko diferentziarik iradoki.

Dlklen adierazpena gehien bat listu-guruinaren garapenenan ematen denez, ea
guruinaren organogenesiko garai ezberdinetan histologiako diferentziarik egon
zitezkeen pentsatu genuen. Beraz, DIk1 (+/+) eta (-/-) saguen listu-guruinen E15 (garai
kanalikularra), E17 (garai kimu terminala) eta E19 (desberdintzapen garai) sekzioak
tindatu genituen H/Erekin. SMG eta SLGaren azino eta hodietan desberdintzapen
progresiboa ikus daiteke garapenean aurrera egiten duen einean (33.Irudia.B). E15eko
listu-guruinek morfologia kanalikular garaiko itxura tipikoa ageri zuten, epitelioa
eosinarekin tindaturik (larrosaz) eta mesenkima gutxiago kondentsaturiko zelula
argiagoekin. E17an DIkl (+/+) eta (-/-)en SMGek antzeko itxura zuten, eta hodiak
zeharka ikusten hasi ginen. E19an SMGa serosoagoa eta SLG mukosoagoa ikus daitezke
(larrosa argiagoz tindatua zelulen zitoplasmak mukiz beterik daudelako). Ez zegoen
diferentzia esanguratsurik DIk1 (+/+) eta (-/-) guruin artean. Hala eta guztiz ere,
berriro, ezin izan genuen histologikoki diferentziarik aurkitu D/k1 (+/+) eta (-/-) saguen

artean.
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Histologia mailan diferentziarik ez zegoenez, parafinako laginak alcian urdinarekin

tindatzea erabaki genuen, guruinetako muzinak ikusi ahal izateko (34. Irudia).

| DLK1 (+/+) I DLK1 (-/-)

ARRA

EMEA

34.Irudia. DIk1 (-/-) eta DIk1 (+/+) ar eta emeen artean urdinez tindatutako muzinak antzeko kopuruan

daude. SMG sekzioak alcian urdinarekin tindaturik. Eskala-barra: 20 um.

Halere, DIkl (-/-) eta DIk1 (+/+) laginen artean urdinez tindaturiko muzinak antzeko
kantitatea zegoela zirudien. Bestalde ar eta emeen artean aldaketak zaudela zirudien,
emeetan muzin gehiago zeudelaren antzaz, haatik arren GCTak emeenak baino sekzio

handiagoa zuten eta begi-bistaz muzin kantitate txikiagoa zegoela zirudien.

Emaitza hauen ostean, DIkl (-/-) saguen listu-guruinen fenotipo gogor baten gabezia
konpentsazio genetiko batengatik izan zitekeela pentsatu genuen. DLK2, egitura eta
funtzionaltasunaren aldetik, DLK1en homologoa dela azaldu dugu jada eta gainera
listu-guruinaren garapean ageri da. Arrazoi honengatik, DLK2 konpentsazio efekturen
bat egiten egon liteke. Beraz, DLK2ren adierazpen mailak aztertu genituen DI/k1 knock-

out saguetan.
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Horretarako, E14 eta P1 SMGetan RT-PCR eta qPCRak egin genituen D/k2ren mRNA
adierazpen mailak ikusteko. Proteina aztertzeko, immunofloresentzia egin genuen
DLK2ren aurkako antigorputzarekin, E13 eta P1 SMG laginetan. Hala ere, ez genuen
diferentziarik ikusi DIkl (+/+) eta (-/-) saguen artean (Fig 35). Ondorioz, DI/k2ren
adierazpena ez denez aldatzen, esan dezakegu ez dela konpentsaziorik ematen DIk1 (-

/-)en listu-guruinetan.

DIk2
E14 P1 E14
-[- H+ -[- +/+ .‘:7- ++

-

E 14 SMG
14
1,2
08
0,6 -
0,4
0.2
— DIkl +/+ DIkl -/-

35.Irudia. DLK2ren mailak ez du konpentsaziorik jasaten Dlklen gabezian DIk1 (-/-) saguen listu-

DIk1 (+/+)

DIK1 (-/-)
DIk2 ALDAKETA ALDIAK |E|
i

o

guruinetan. (A) (a,d) E13ko SMGak DLK2ren aurka tindaturik, positiboak dira kimuetako zelula epitelial
eta mesenkimaletan, (b, ) P1 SMGak DLK2 positibo da hodietako eta azinoetako zelula epitelialetan.
(a,d) Eskala-barra: 150 um. (b,e) Eskala-barra: 50 um. (B) RT-PCRez amplifikatutako produktuak ez dute
diferentziareik aurkezten. (D) qPCR D/k2 mRNA adierazpen mialak Dlk1 (+/+) eta DIk1 (-/-) E14 SMGetan.

Diferentziak ez dira estatistikoki esanguratsuak.
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4.8.2 SMG.AREN ANALISI FUNTZIONALA

Sagu DIk1 (-/-)en listu-guruinak txikiagoak izanik eta egitura histologikoan aldaketak
ikusi zirela kontuan izanda, analisi funtzional bat egitea erabaki genuen. Pilokarpina
injekzioaren ostean eragindako estimulazioa ikusteko, DIk1 (+/+) eta (-/-) sagu ar eta
emeetan, listu ekoizpen totala neurtu genuen. Sagu DIkl (-/-), ar eta emeek, listu
gutxiago ekoizten zuten (0-22 minutu artean) DIk1 (+/+)ekin alderatuta. Esaterako, WT
sagu arrek, 12 mg listu ekoitz zitzazketen bere gorputz pisuarekiko (g), KO sagu arrak
berriz, 8 mg listu bakarrik ekoiztu zuten gorputz pisuarekiko (36. Irudia. A,B). Sagu ar
eta emeen artean beste diferentzia bat ere bazegoen, emeek listu gutxiago ekoiztu
zuten, 8 mg/gorputz pisuko WTetan eta 5 mg/gorputz pisuako KOetan (36. Irudia.D,E).
SaguWT ar eta emeen artean ere listu jariaketen diferentziak ikus ditzakegu, emeek
arrek baino listu gutxiago ekoizten dute modu natural batean. Gure iritziz diferentzia

hau berriro dimorfismo sexualari egotzi dakioke.
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36.Irudia.Listuaren neurketa. (A) Listuaren jarioa mg.etan saguaren pisuarekiko, DIkl (-/-) eta (+/+)
arretan, polikarpinaren estimulazioaren ostean (B) listu kopuru totala DIkl (-/-) eta (+/+) arretan, (D)
Listuaren jarioa mg.etan saguaren pisuarekiko, DIk1 (-/-) eta (+/+) emeetan, (E) listu kopuru totala DIk1

(-/-) eta (+/+) emeetan. T testa * p<0.05.
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Sagu arretan, pilokarpinaren estimulazioaren ostean ekoiztutako listua 33.4%
murrizten zen knock-out saguetan eta listu-guruinen pisua %35.2 txikiagoa zen animali
hauetan, WTarekin alderatuz. Emeetan, ekoiztutako listua %37.5 murrizten zen knock-

out saguetan eta listu gurinen pisu aldaketa %25.5 ekoa zen.

Esperimentu funtzional honen ostean, sagu DI/k1 (-/-)ek listu gutxiago ekoiztu izanaren
zergatia jakin nahi genuen. SMGa listu gehien ekoizten duen listu-guruina da.

Listu-guruin honen funtzioa kalteturik egon zitekeen eta histologiaren behaketak ez
zuenez azinoetan ezberdintasunik erakutsi, disfuntzio hau jariapen egiturengatik,

bereziki azinoengatik eta hodiengatik (GCTak), izan zitekeela pentsatu genuen.

Honi erantzuna emateko TEM teknika egin genuen, lagina handipen gehiagorekin
behatzea baimendu ziguna. SMGetan dimorfismo sexuala oso gogorra denez,
toloudina urdinak erakutsi zigun bezala (37.lrudia), arrak eta emeak bananduta

aztertzea erabaki genuen.

| DIk1 (+/+) | | DIk1 (-/-) |

e 3 -
> 'h:vlm

ARRA

EMEA

Figure 37. DIk1(+/+) eta DIk1(-/-) saguetan dimorfismo sexuala dago. TEM egin aurretik laginak
behatzeko Toloudina urdin tindaketa egiten da. Diferentzia handienak GCTetan daude, arretan

ugariagoak direlarik. Escala- barra: 50 um
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36.lrudian ikusi genuenez, listuaren sekrezioa murriztuta dago emeetan arrekin
alderatuta, GCT hodien funtzioarekin erlazionatu ahal duguna. Hortaz, GCT hodietan,
hauek inguratzen dituzten azinoetan edota hodi ildaskatuetan aldaketa morfologikorik
bazeuden jakin nahi genuen. Aldaketa horrek DIkl (-/-) saguak listu gutxiago

ekoiztearen emaitza azal zezakeen.

Honi erantzuna emateko TEMa erabili genuen, lagina handipen gehiagotan behatzea
baimendu ziguna. SMGan dimorfismo sexuala oso gogorra denez arrak eta emeak
banaduta aztertzea erabaki genuen. TEMeko argazkiei dagokienez dimorfismo sexuala
GCT hodietan somatzen zen, arretan handiagoak izanik eta jariapen bikor gehiagorekin
(38.Irudia.A, geziak), emeekin konparatuz. Emeetan ere ikusi genuen, mitokondrio
handiagoak zituztela hodi ildaskatuetako zelulen alde basalean (38.Irudia.B, geziak),
arrekin alderatuta. Gainera, emeen hodi ildaskatuetako zelula epitelialen alde
apikalean bikorrak zeuden, GCT hodien jarraipena direlako. Halere, ezin dugu DIk1 (-/-)

eta (+/+) saguen SMGen hodien artean diferentzia esanguratsurik zegoenik esan.

Horrtaz, jariaturiko listu kopuruaren diferentzia listu-guruinaren tamainaren
diferentziari egotzi dakieke. Listu-guruinak gero eta handiagoak direnean listu gehiago
jariatzeko ahalmena izan zezaketela pentsatu genuen. Beraz, DIk1 (-/-) saguaren SMGak
DIk1 (+/+)arenak baino txikiagoak direnez, listu gutxiago ekoiztu zezaketela

ondorioztatu genuen.

69



Emaitzak

ILDASKATUAK

DIk1 (+/+) ARRA

DIk1(-/-) ARRA

DIk1(+/+) EMEA

DIk1(-/-) EMEA

38. Irudia. GCT hodien eta hodi ildaskatuen transmisiozko elektroi mikroskopioaren irudiak. (A) ar
DIk1(+/+) eta DIk1 (-/-) GCTak eta hodi ildaskatuak. (B) eme DIk1(+/+) eta DIk1(-/-) GCTak eta hodi

ildaskatuak. Eskala-barra: 5 um.

70




Emaitzak

4.8.3 LISTU-GURUINAREN MARKATZAILEAK

DI/k1 inpronta genomikoa duen genea, SMGaren garapenerako oso garrantzitsua da eta
bere funtzioa zelularen etorkizuneko erabakiekin erlazionaturik dago, beraz, proteina
honen gabeziak ama/progenitore zelulen populazioan eragina edukiko zuela pentsatu
genuen. Horrexegatik, Ck5 and Ck14en adierazpen mailak aztertzea erabaki genuen-.
Hauek listu-guruinetako ama/progenitore zelulen bi markatzaile dira. CK14 eta CK5ek
listu-guruinaren zelula populazio ezberdinak markatzen dituzte: CK5 gehienbat listu-
guruinaren hodien markatzailea da, eta CK14ren adierazpena hedatuagoa dago kimuen
epitelioan eta hodien epitelioan garapenean zehar. Gainera El15eko, garai

kanalikularrean adierazpen handipen bat dute (Lombaert and Hoffman, 2010).

Listu-guruinen histologiak aldaketarik aurkeztu ez zuenez, Dlklen gabeziak listu-guruin
garapenean konpentsazioren bat eduki zezakeen beste seinalizazio bide batzuen
eraginez, esaterako Fgfl10. Hau listu-guruinaren garapena kontrolatzen duen

senailizazio bide garrantzitsu bat da.

Bestalde, nahiz eta histologiak aldaketarik ez aurkeztu WT eta KOren artean, agian
desberdintzapen markatzaile molekular mailen artean ezberdintasunak egon
zitezkeen. Hau aztertzeko, Aqgp5 desberdintzapen markatzailea behatzea erabaki

genuen.

40 7 E 14 SMG DLK1 (-/-)
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Markatzaile hauek aztertzeko gPCR teknika erabili genuen. E14ko eta Pleko sagu DI/k1
(-/-) eta DIk1 (+/+)SMGak erabili genituen. gPCRaren gene mailen analisiak Fgf10, Aqgp5
eta Ck5en adierazpen mailek aldaketarik ez zutela ezagutarazi ziguten. Haatik, Ck14en
adierazpen maila hiru aldiz areagotuta zegoen DIkl (-/-) saguetan DIkl (+/+)ekin

alderaturik (39.Irudia).

Emaitza hauek berrezteko, SMGak Ck5 eta Ck14en antigorputzekin tindatu genituen.
Inerbazioa faktore oso garrantzitsua da ez bakarrik guruin helduaren fisiologia eta
sekrezioa erregulatzeko, listu-guruinaren organogenesia erregulatzeko ere (Knox et al.,
2013; Knosp et al., 2012). Enbrioiaren garapenean, adarkatze morfogenesiaren
garaian, hazten dauden PSGen axoien eta adarkatzea egiten ari diren zelula epitelialen
artean elkarrekintza bat ematen da. NOTCH inhibitzean, sDLKlekin, SMGaren
adarkatzea blokeatzen genuen PSGaren inerbazio galerarekin eta zelula epitelial
CK5+en kopuruaren murrizketa eraginez. SMGak BIllI Tubulinarako ere tindatu

genituen, DIk1 (+/+) eta (-/-) saguetan PSGa ikusteko.

DIk1( +/+)

B3 TUBULIN

|

Dkl1 (-/-)

3 TUBULIN

40.lrudia. PSGaren tindaketa eta CK5ren populazioa DIk1(-/-) vs. DIki(+/+) saguetan. (A,E)
inerbazioaren tindaketa, berdez, DIk1(-/-) eta SMGen inerbazioa ez du aldaketarik erakusten. (B,F) zelula
progenitore markatzailearen, CK5 tindaketa E16ko SMGetan, bai DI/k1 (-/-) zein DIk1 (+/+) SMGetan.
Zelula hauek hodi printzipalean kokaturik daude gehien bat. Zelula gutxi agertzen dira markaturik
epitelio kimuetan. (D,G) zelula progenitoreen markatzailearen, CK5 tindaketa P1ko SMGetan, hodietako
zelula epitelialetan kokaturik. (A,E,D,G) Eskala-barra: 50 um. (B,F) Eskala-barra: 150 um.
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E16ko DIk1 (+/+) eta (-/-) saguen SMGak ehun osorako inmunomarkatuak izan ziren BllI
Tubulina PSGko axoien markatzeilearekin. Tindaketa honekin axoiak garapeneko une
honetako azinoaetatik ondo hedaturik zeudela, hau da, inerbazioan malformaziorik ez
zegoela ikusi genuen (4.Irudia.A,E). Gainera, CK5en aurkako antigorputza erabili genuen
zelula progenitore epitelialak ikusi ahal izateko, bai E16 (40.lrudia.B, E) eta Plean
(40.Irudia.C, F). Zelula hauek normalean hodietan kokatzen dira, E16 eta Plean ikusten

genuen bezala.

Hala ere, ez genuen ezberdintasunik ikusi, ez PSGaren inerbazioan ezta CK5+ zeluletan
(gPCRan ikusi genuenez) DIk1 (+/+) eta (-/-)en SMGak konparatu genituenean. Beraz,
Dlklen gabeziak ez du efekturik SMGaren garapeneko ezaugarri hauetan, genetikoki

eraldatu diren saguetan.

gPCRaren emaitzen arabera, Ck14ren mRNAren adierazpen maila hiru aldiz areagotuta
zegoen DIlk1(-/-)en SMGetan, bai E14 eta Plean (39.lrudia.C). Emaitza honek CK14
proteina aztertzera eraman gintuen, eta DIkl (+/+) eta (-/-) saguen Pleko SMGak
inmunomarkatu genituen. Espero genuen bezala, DIkl (-/-)en SMGak CKl4ren

markaketa hedatuagoa erakutsi zigun (41.Irudia B,E).

WTaren Pleko SMG kontroletan, CKl1l4ren markaketak sare-moduko itxuraren
ezaugarriak dauzka. Zelula mioepitelialen zitoplasma luzea eta fina da, azino borobilak
eta hodiak inguratuz aurkitzen direlarik. Aitzitik, adin bereko DI/k1(-/-)en SMGetan,
zelula mioepitelialek ematen duten patroiaz aparte, beste CK14 zelula positiboak

antzeman genituen hodien eta azinoen barruan, haietatik batzuk nahiko markaturik.
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DIk1 (+/+) DIk1 (-/-)

ADULT MALE

41. Irudia. CK14 epitelioko progenitore zelulen markatzailea DIk1(-/-) vs. DIk1 (+/+) saguetan. Gorriz
progenitore/ama zelulen CK14 markatzailearen tindaketa Pleko SMGetan, (A) DIkl (+/+) saguetan eta
(B) DIk1 (-/-) saguetan. Zelula hauek hodietako eta kimuetako zelula epitelialak markatzen dituzte. (D,E)
progenitore zelulen CK14 markatzailearen tindaketa sagu helduen SMGetan, hodietako zelula
epitelialetako alde basalean kokaturik DIk1 (-/-) saguetan, WTetan berriz zelula mioepitelialetan
bakarrik. (F,G)Berdez Pleko SMGak aSMA markatzailerako tindaketa, espezifikoki zelula mioepitelialak
markatzen dituena. Ez da diferentziarik ikusten zelula mioepitelialetan. (H,I) Emeen listu-guruin
helduetan CK14 inmunomarkaketak ohiko sare-moduko patroia erakusten du, zelula mioepitelialak
markatzen ditu hodi eta azinoak inguratuz. Ez daude desberdintasunik DIk1 (-/-) eta DIk1 (+/+) listu-
guruin helduen artean. (A,B) Eskala-barra: 50 um. (D,E F,G,H,l) Eskala-barra: 20 um.
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CK14, zelula epitelial progenitoreen markatzailea izateaz gain, hodiak eta azinoak
inguratzen dituzten zelula mioepitelialak ere markatzen ditu (Grandi et al., 2000). CK14
proteinaren eta genearen adierazpena areagotzeak zelula progenitoreekin
erlazionaturik zelgoela edo zelula mioepitelialen hedapenarekin lotura zuen jakiteko,
Pleko SMGen sekzioetan gihar lehunaren aktinaren (aSMA) aurkako inmunomarkaketa
bat egin zen. CKl4ren markaketa ez bezala, aSMA listu-guruinetako zelula
mioepitelialen berariazko markatzailea da. Markaketa honekin aSMA hodietako eta
azinoetako ertzetan kokaturik zegoela, sare moduko patroi bereizgarria sortzen sortzen
zegoela ikusi genuen. Patroi hau ezaguna egiten zitzaigun, DIk1(+/+) saguaren Pleko
SMGetan CK14 markatzailearekin agertzen zenaren antzekoa baitzen. Aitzitik, kasu
honetan hodien eta azinoen barruan zelula aSMA positiborik ez genuen aurkitu, ez
DIk1 (+/+) ezta DIk1 (-/-) listu-guruinen laginetan (41.lrudia.F,G). Emaitza honek, DIk1(-
/-) Pleko SMGetan aurkitutako CK14 populazio positiboak zelula mioepitelialekin
erlazionaturik ez zegoela iradoki zigun. Hortaz, CK14+ zelula progenitoreak DIk1(-/-)

saguen SMGan hedatuago daudela ondoriztatu genuen.

Beste aldetik, zelula progenitore hauen hedapenak iraun eta listu-guruin helduan
mantentzea lortuko balu jakin nahi izan genuen. Helburu honekin, DIk1 (+/+) eta DIk1 (-
/-) sagu helduen SMGei CK14ren markaketa egin genien. Halaber, ez genuen CK14ren
populazio hedapenik aurkitu listu-guruin  hauetan (41.lrudia.H,I). CK14
inmunomarkaketa DI/k1(+/+) eta DIk1(-/-) sagu helduen listu-guruinetan zelula
mioepitelialetan soilik kokaturik zegoen. DIk1 (-/-) Pleko SMGetan aurkitu genituen ez
bezala, listu-guruin helduetan ez genuen hodien eta azinoen barruko zelula CK14

positiborik topatu.

Laburbilduz, emaitza hauek zelula epitelial progenitore CK14+ en populazioa hedaturik
dagoela berresten du DIkl (-/-) saguen SMGetan. Halere, efektu hau badirudi
iragankorra dela eta enbrioiaren garapenera eta garai goiztiarretara mugatuta dagoela.

Beraz, zelula CK14+ hauek ez dira listu-guruin helduan hedaturik topatzen.
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5.1 DLK1 ETA DLK2 SMG.AREN GARAPENEAN AGERI DIRA

DLK1 (Delta-likel, edo pG2, Prefl, FA-1, SCP-1 eta ZOG) mintz-zeharreko zein
jariaturiko proteina izan daiteke, egoeraren arabera. DLK1 EGF-bezalako familia
barnean dago, NOTCH hartzaileak eta lotugaiak bezala. Gizakietan, 14932
kromosomako bandan dago kokaturik (Gubina et al., 1999) birtualki DLK1en ezaugarri
berdinak eta NOTCHen DLL1 lotugaiaren ezaugarri antzekoak zituen proteina bat
ezagutarazi zuten (Nueda et al.,, 2007b, Nueda et al., 2008). Proteina honi DLK2 jarri
zioten izena eta jakina EGF-bezalako familian sartu zen. Gizakietan, DIk2 6p21.1
kromosoman kokaturik dago. RNA mezulari heldua, sei exoiz osaturik dago, DLK1ena
baino exoi bat gehiago. Lehenengo exoiak ez du ezer kodifikatzen eta seigarrena
luzeena da. DLK1 eta DLK2ren arteko antzekotasunak oso handiak dira, beraz, gene

baten duplikazioz sortu zirela iradokitzen du (Nueda et al., 2007a).

Saguetan DIlk1, garapenean dagoen gibelean, karena, guruin adrenaletan, garunean,
barrabiletan, obulutegietan, eta maila baxuagoetan, giltzurrun, muskulu, timo eta
bihotzean ageri da. GAinera, ehun guzti hauek DI/k2 adierazten dute, guruin adrenala,
area, muskulua eta bihotzak izan ezik. Laburbilduz, bi gene hauek maila ezberdinetan
adierazten dira karenan, guruin adrenalean, garunean, barrabiletan, obulutegietan,

giltzurrunean eta timoan (Nueda et al., 2007a).

Lan honetan, DLK1 eta DLK2 listu-guruinaren hastapen garaitik garai morfogenetiko

teminalerarte adierazten direla frogatu dugu.

DLK1 eta DLK2ren adierazpena aztertzean, proteina hauek listu-guruinaren garapenean
zehar osagarrizko patroia zutela konturatu ginen. DLK1 zelula mesenkimal eta
mioepitelialetan maila altuan adierazten zen. Aldiz, azinoetako zelula epitelialetan oso
DLK1 gutxi zegoen, eta hodietan ezer ere ez. Bestalde, DLK2 epitelioan adierazten zen
gehien bat, bereziki hodietan. Nahiz eta DLK1 garapeneko ehunetan ikertua egon,
SMGan, hain zuzen ere E16.5ko (garai kanalikular-terminala) adinean baino ez da
behatu (Yevtodiyenko and Schmidt, 2006). Gainera, DLK2ri buruz ez dago ikerlanik
SMGan.
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Beste aldetik, DLK1 eta DLK2ren kontrako patroiari buruz aipamen gehiago daude. Izan
ere, beste mota zelular batzuetan ere ikusi da DLK1 eta DLK2ren arteko kontrako
korrelazioa. Esatebaterako, enbrioien edo sagu helduen ehunetan DLK2ren adierazpena
hedatuagoa agertzen da DLKlena baino. Beste ikerkuntza batzuk deskribatu dute
guruin adrenal helduak Dlk1en maila altuak adierazten dituela, D/k2 adierazten ez den
bitartean (Laborda et al.,, 1993). Gainera, D/k1 maila altuetan adierazten da enbrioien
gibeletan, eta gibel helduan berriz ez da ageri, DIk2k berriz kontrakoa egiten du. Sagu
enbrioietan, bizitzako E16 egunaren ostean, Dlklen adierazpenak beherakada bat
egiten du, Dlk2renak gorantz egiten duen bitartean. Bi gene hauen adierazpenaren
osagarritasuna erregulazio koordinatu baten menpean daudelaren ebidentzia da, ehun
batzuetan behintzat (Nueda et al.,, 2007b). Listu-guruinean gauza bera gertatzen da,
Dlklek garapenean zehar beherantz egiten du enbrioia jaio arte eta aldi berean DIk2k
sagu helduan gora egiten du. Hala eta guztiz ere, SMGko DLK1 eta DLK2ren arteko
kontrako adierazpen patroi honen funtzioa ez dakigu zein den, beraz, ikerkuntza

gehiago behar ditugu hau argitzeko.

5.2 DLK1 ETA DLK2 NOTCH SEINALE BIDEAREN INHIBITZAILEAK DIRA

Gaur egun, ez du inork deskribatu DIk1entzako hartzaile bakar bat. Halaber, ikertzaileek
lanak kostata, DLK1 lotzen duten zenbait bikotekide identifikatu dituzte. Ondorioz,
bikotekideak aztertuz proteina hauen akzio mekanismoa eta funtzioa ezagutu
ditzakegu. Lotugai guzti hauek kontuan izan behar ditugu gure Konock-out saguaren

fenotipoaren analisia aztertzean, DLK1en efektu pleiotropikoa azalduko baitu.

Bikotekideen artean, DLK1ek eta fribonektinaren karboxi mutur zatiarekin interakzioa
egiten duela deskribatu da, honela efektu anti-adipogenikoa sortzen duela iradoki da,
integrinek eragindako MEK/ERK seinalizazioaren aktibazioaren bitartez (Wang Y et al.,
2010). Beste aldetik, mintzera atxikitutako DLK1ek IGF (insulin-like growth factor) eta
IGFBP1ek (IGF binding protein 1) elkarrekin sortzen duten konplexura lotzen dela ere

esan da, honela, IGF hartzailearen seinalizazioa sustatuz (Nueda et al., 2008).
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DLK1 medioan dagoenean, mintzetik aske, MAPK (Mitogen activated protein kinase)
eta MEK/ERK seinalizazio bideak aktibatzen direla eta adipogenesiaren inhibizioa
eragin dezaketela esan zen (Kim KA et al., 2007). Gainera, DLKlen efektua
kondrozitoen desberdintzapena inhibitzean PI3K/AKT seinalizazioarekin erlazionatu da

(Chen Letal., 2011).

Beste autore batzuek NF-kB bidearen aktibazioa adierazi dute DLK1len inhibizioaren
azpi mekanismo bezala MSCen desberdintzapenean (Abdallah BM et al., 2007). DLK1en
adierazpena NF-kB bidea aktibatzen du hBMSCetan (human bone stem cells), zitokina
eta inmunitatearekin erlazionaturiko faktoreen produkzioa handituz, IL-1a, IL-18, IL-6,
IL-8, CCL20 eta COX-2, esaterako. Faktore honen funtzioa osteoblastoen eta
adipozitoen desberdintzapena inhibitzeagatik ezaguna da (Chang J et al., 2013).
DLKlerako sagu transgenikoetan antzeko mekanismo bat identifikatu da, DLKlek
eragindako hezur birxurgapenerako. DLK1 eta hantura erantzunaren arteko
elkarrekintza beste lan batzuetan deskribatu da, erlazio bat aurkitu da DLK1 eta gantz
ehun (Chacon MR et al., 2013) eta muskulo eskeletikoko miotuboek (Abdallah BM et

al., 2007) jariaturiko hantura zitonkinen artean.

DLK1ek bikotekide guzti hauekin elkarri eragin arren, lehenengo ebidentziak, legami-bi-
hibrido sistema erabiliz, DLK1 NOTCH1 hartzailearen EGF-bezalako 12/13 errepikapenei
lotzen zela frogatu zuen (Nueda et al., 2007b). DLK1 NOTCH hartzailera atxikitzean,
NOTCH1en seinalizazio basala inhibitzen zuen, HES1 gene ituaren adierazpena gutxituz,
eta ondorioz adipogenesiaren inhibizioa lortuz (Sanchez-Solana et al., 2011). Berriki,
DLK1en eredu animaliak erabiliz, funtzioa galtzea edo irabaztea eragiten dutenak,
DLK1ek NOTCH hartzaileen inhibizioaren bitartez angiogenesia inhibitzen zuela esan

zen (Rodriguez et al., 2012).

DLK1 eta DLK2 listu gurunaren garapenean agertzen direnez, eta ikerkuntzak proteina
hauek NOTCH hartzailearekin elkareragiten dutela esaten zutenez, gizakien listu-
guruineko HSG lerro zelularra erabili genuen, eta luziferasa entsegu baten bidez,

DLK1ek NOTCH1 hartzailean zuen funtzioa ikertu genuen.
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Esperimentu honekin DLK1 eta DLK2 HSG zeluletan NOTCH1en hartzailearen lotugai ez-
kanonikoak zirela egiaztatu genuen, beste sistema batzuetan lehenago adierazi izan zen
bezala (Nueda et al., 2007b; Sanchez Solana et al., 2011). NOTCH familiako bi lotugai

ez-kanoniko hauek, hartzailearen aktibazioa inhibitzen zutela berretsi genuen.

Hala ere, ezin dugu egiaztatu DLK1ek NOTCH hartzailearen bitartez bakarrik egiten
duelan bere funtzioa. lzan ere, beste sistema batzuetan esan den bezala, fibronektina
bezalako proteinek, IGFa edo NF-kB, DLK1ekin elkarri eragin diezaiokete. Beraz, berdin
gerta liteke listu-guruinean ere, baina hau frogatzeko ikerkuntza gehiago beharko

litzateke.

Era berean, NOTCH seinalizazio bidean lotugaiek eragindako inhibizioak, efektua
daukate enbrioiaren garapenean (lso et al, 2003), ama zelulen mantentze lanetan
(Yamamoto et al., 2003; Chiba, 2006), ehun helduen homeostasian (Schwanbeck et al.,
2008), eta etorkizun-espezifikoen desberdintzapenean (Apelqvist et al,, 1999; Zhu et
al., 2006). Gainera, DLK1ek zelulak egoera proliferatiboan mantentzen dituela jakina
da, eta progenitore/ama zelulen sorkuntzaren erregulatzaile negatibo bat dela,
adipogenesia, angiogenesian, neurogenesian edo hematopoiesian bezalako
prozesuetan (Al Haj Zen and Maddedu, 2012; Ferron et al., 2012; Mirshekar-Syahkal et
al., 2012). Testuinguru honetan, sDLKlen erabilerak SMGeen hazkunde
organotipikoetan, listu-guruinaren garapeneko hasieran, hazkuntzan edota adarkatze

morfogenesian efekturik izan zuen jakin nahi genuen.

5.3 NOTCH SEINALIZAZIOAREN INHIBIZIOAK GARAPENEKO SMG.EN
ADARKATZE MORFOGENESIA ETA PSG.AREN INERBAZIOA KALTETZEN
DITU

NOTCH seinalizazioaren rola SMGaren garapenean ez da guztiz ulertzen oraindik. Gure
esperimentuetan sDLK1 proteina bakarrik erabili dugu, DLKlen zelulaz kanpoko
proteina domeinua askatua, aktiboa dela deskribatu baita. DLK2ren kasuan ordea,
oraindik ez da deskribatu mintzetatik askatutako formarik dagoen. Gure buruari
galdetzen diogu ea DLK2k SMGaren garapenean eraginik izango duen. lkertzeak

mereziko luke.
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Lan honetan argi erakusten dugu sDLKlen gehikuntzak SMGeen hazkuntza
organotipikoetan, SMGaren hazkuntzan eta adarkatze morfogenesian efektu negatiboa

duela.

sDLK1, lotugai natural inihibitzaile honen efektua, eta NOTCH seinalizazioaren
inhibitzaile farmakologikoak, DAPT, sortutako efektuak oso antzekoak ziren. sDLK1ekin
hazitako SMGetan N1ICDren proteina markaketak beherantz egiten zuenez DLK1lek
SMGetan NOTCH seinalizazio bideak inhibitzen zuela frogatuz. Inhibizioa SMGaren
morfogenesian eta adarkatze itxuran islatzen zen. SMGen hazkuntza organotipikoak,
NOTCH inibitzaileekin hazten zirenean, azino gutxiago sortzen zituzten eta azino hauek
zabalagoak ziren. Gainera azino zabal hauen barruko gune ilun batzuk, zelula
apoptotikoz beterik zeuden, kaspasa markaketa eta TEM teknikari esker ikusi gnuenez

(irudian azaltzen den moduan).
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CONTROL SDLKl\

x NOTCH
(R

Kr5+

o
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Gainera, NOTCH seinalizazioaren inhibizioak adarkatzean sortutako kalteak
inerbazioaren murrizketarekin zerikusia zuela ikusi genuen. PSGaren axoiak ez ziren
epitelio kimuetara heltzen, ezta hauek inguratzen ere, in vitroko SMG kontrolekin

alderatuz ( berdez irudikatuta aurreko marrazkian).

Badakigu inerbazio parasinpatikoa listu-guruinaren hazkundearekin batera ematen
dela. Enbrioi garapen goiztiarreko garaietan, gangliogenesia eta inerbazio

parasinpatikoa SMGaren epitelioaren hazkuntzarekin batera ematen da (Coughlin,
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1975; Knox et al, 2010, Knox et al., 2013). Bestalde, SMGaren epitelioaren
morfogenesiak PSGaren inerbazioa behar du, Azetilkolina eta hartzaile muskarinikoaren
aktibitatea epitelioan (Knox et al., 2010). Badira urteak NOTCHek neuronen adarkatzen
efektu sakonak zituela aztertu zela (Berezovska et al.,, 1999; Sestan et al., 1999;
Redmond et al.,, 2000), baina, orain dela gutxi egin diren esperimentuek, neurona
berrietarako dendriten in vivo adarkatzea, NOTCH hartzailearen funtzioaren galera edo

gehikuntza dosi-menpean ematen dela iradoki dute (Breunig et al., 2007).

Hau gutxi balitz, NOTCH1 hipokanpoko zelula ama edo progenitoreen biziraupenerako
beharrezkoa da, eta neurogenesi zein  gangliogenesiaren erregulazioan oso
garrantsitsua da, bai nerbio-sistema periferikoan bai zentralean (Taylor et al., 2007,
Ables et al., 2010, 2011). NOTCH seinalizazioa gainera beharrezkoa da Schwann zelulen
sorkuntzarako sagu enbrioaren garapenean zehar (Woodhoo et al., 2009), PSGaren
neuronen axoien hedadurarekin erlazionaturik egon daitekeena. Hala ere, ez dakigu
zehazki zein mekanismo erabiltzen duten sDLK1 eta DAPTk SMGaren inerbazioa

murrizteko.

Gure emaitzek, NOTCH seinalizazioaren inhibizioak listu-guruinaren adarkatze
morfogenesia eta PSGaren hazkundea biziki kaltetzen duela erakutsi dute. Egoera hau,
SMG epitelioko zelula progenitore CK5+en murrizketan islatzen da. Erlazio bat baitago
inerbazio eta zelula CK5+en artean. SMGaren garapenean inerbazio parasinpatikoak
zelula CK5+en populazioa mantentzen du (Knox et al.,, 2010), aurretik argitaratutako

emaitzek diotenaren arabera.

Are gehiago gure esperimentuek NOTCH seinalizazioaren inhibizioak epitelioan beran
ere efektuak dituela ezagutarazi dute. SMGtik isolatutako epitelioak sDLKlekin 48
orduz hazi ostean kontrolaren itxura bereizgarria galtzen baitu (3D lamininan
F10.HSekin hazitako epitelioa). Beraz, NOTCH seinalizazioaren inhibizioak adarkatze
morfogenesian efektua dauka, garapenean dauden PSGen axoien dentsitatea murriztu

eta epitelioaren osotasuna kaltetu egiten dituelako.
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5.4 AKTIBAZIO KOLINERGIKOAK NOTCH INHIBITUTA DUTEN SMG.EN
MORFOGENESIA BERRESKURATZEN DU

Gure emaitzen arabera, listu-guruinaren garapen normala sDLK1ekn NOTCH hartzailean
eragindako akzioaren arabera ematen da. Gainera, DLK1 eta DAPTk PSGko axoien
hazkuntzetan eragindako inhibizioa nolabait berreskuratu daiteke CChren estimulazio
kolinergikoarekin. Alabaina, adarkatze morfogenesia ezin izan zen hobetu SMGak aldi

berean CChrekin eta sDLK1 edo DAPTrekin hazten zirenean.

Esperimentu honek, SMGaren garapenean NOTCH seinalizazioa inhibitua dagoenean,
inerbazioaz aparte beste faktore batzuk parte hartzen dutela erakutsi zigun. Esaterako,

NOTCH inhibitzean epitelioan bertan eragindako efektua.

sDLK1 edo DAPT bitarteko NOTCH seinalizazioaren inhibizioak adarkatze morfogenesian
sortutako kalteek, zelulen proliferazioan eraginik ez zutenez eta azinoak zabalagoak
zirenez, epitelioaren arrakalen sorreran eragina zuela izan zen gure hipotesia. lzan ere,
epitelio arrakalen sorrera zelula hauen proliferaziotik era independentean gertatzen da
(Nakanishi et al., 1987). Hala ere, ez dakigu zehazki zeren menpe dagoen arrakalen

sorrera hau.

Beste azalpen bat NOTCH inhibitzeak eta zelula epitelialen apoptosiaren arteko lotura
izango litzateke. Progenitore/ama zelulen CK5+ eta CK14+ak apoptosian agertu bezain
laster, zelula hauek desberdintzatu barik, listu-guruina heldutasunera heltzea ekidin
egon dezake. CChrekin, inerbazioa berreskuratutako baldintzentan ere berdina

gertatzen zen.

Guztira, gure datuek DLKlek NOTCH seinalizazioaren inhibizio bitartez epitelioaren
adarkatze morfogenesia eta PSGko neuronen hazkuntza erregulatzen duela iradokitzen
dute. Gainera, DLK1 SMGaren zelula epitelial progenitoreen erregulatzaile negatiboa

izan liteke.
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5.5 DIkl (-/-) SAGUAREN LISTU-GURUINAK TXIKIAGOAK DIRA ETA
CK14 PROGENITOREEN MARKATZAILEA AREAGOTUA DAUKATE

DIk1 inpronta genetikoa daukan gene bat da, da aitengandik jasotako kromosometan
bakarrik espresatzen da (Schmidt et al.,, 2000; Takada et al., 2000). Inpronta duten
geneek funtzio garrantzitsuak dituzte enbrioi hazkundearen kontrolean eta garapenean
(Murphy & lirtle, 2003; Rand & Cedar, 2003; Wilkins & Haig, 2003) eta DIkl ez da

salbuespen bat.

DLK1en dosi bikoitza espresatzeko genetikoki eraldaturiko sagu enbrioiek, DLK1len
inpronta galtzea esan nahi duena, jaio bezain pronto ehiltzen dira, nahiz eta bigarren
kopia hau enbrioi hazkunderako abantaila bat izango zela pentsa baliteke ere (da Rocha

et al., 2009).

Dlklen gabezia duten saguek, lan honetan erabilitakoak, gorputz pisu arinagoa dute
(Moon et al., 2002; Raghunandan et al., 2008; Cheung et al., 2013). Gure lanean,
animali hauek WTekin alderatuz txikiagoak eta arinagoak direla berretsi dugu. Gainera,
pisu murrizketa hau bereziki nabarmena zen listu-guruinaren kasuan. Listu-guruinaren
pisua murrizketa esanguratsua bitzzen gorputz osoko pisuarekiko errefentziatzen

zenean ere.

Azalpen ezberdinak eman diezaizkiokegu efektu espezifiko honi. D/k1 listu-guruinaren
garapenean zehar espresatzen da. DLK1 GH/IGF-len ardatz somatotrofoaren
erregulatzailea da (Abdallah et al., 2007), eta garrantzitsua da hazkuntzan dauden
animalien gorputz tamaina erregulatzeko (Olney et al., 2003; Ohlsson et al., 2000).
Pituitarioan DLK1 GH jariatzen duten zelula bereberetan espresatzen da, beraz, GHren
ekoizpenean funtzioa inhibitzailea duela proposatu da (Ansell et al.,, 2007). Hortaz,
sagu DIk1 (-/-)etan, GHren mRNA maila altuetan espresatzen zela aztertu zen (Puertas-
Avendano et al., 2011). Halaber, saguek GH maila altuetan ekoitziko balute, sagu hauen
listu-guruin fenotipoa txikiagoa izan beharrean handiagoa izango litzateke, azalpen albo

batera baztertuz.
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Beste aldetik, omatotrofoko zeluletarako kondizionalak DI/k1(-/-) saguak, ez zuten
hazkuntzaren aldaketa fenotiporik aurkeztu (Appelbe et al, 2013). Beraz,
zentzudunagoa izango litzatekeen azalpena, DLK1ek IGF-1i lotzen diren proteinak ere
erregulatzen dituela izango liteke (Nueda et al.,, 2008), hazkuntzaren sustapen edo
errepresio efektua kontestuaren arabarera aldatuz. Era berean, garrantzitsua da
kontuan hartzea IGF-1 listu-guruinaren garapenaren zehar espresatzen dela (Jaskoll &
Melnick, 1999), eta honen desregulazioak listu-guruinak tamaina txikiagoa edukitzea
eragingo lukeela. Are gehiago, sagu hauek beste hormona endokrinoen mailak
areagotuak dituztela erakutsi da, leptina bezala (Puertas-Avendafio et al., 2011),
metabolismo sistemikoaren aldaketetan isladatu ahal dena. Aipatu beharra dago, listu-
guruinen garapena akzio endokrinoekiko sensibleak direla, gehienbat hormona
sexualekiko (Kontinnen et al.,, 2010), eta oreka endokrino-metaboliko orokorrean

edozein aldaketak listu-guruinaren tamainan eragina izango luke.

Bestalde, listuaren ekoizpena sagu KOetan murriztua dago. Gure ustez WTarekiko
aurkeztutako diferentzia hau listu-guruinaren tamainagatik gertatzen da. Adin bereko
saguak aukeratu genituen, 8 hilabetekoak, lan honetan dihardugun ikerlariok listu-
guruinaren itxura eta funtzionaltasunaren aldaketak adinarekin ematen direla
baitakigu, aho lehorra bezala (Choi et al.,, 2013). Halaber, Xerostomia jasaten duten
pazienteen moduan, (aho lehorraren sindromea) parotida bolumenaren ~%40a galtzen
dute (Teshima et al., 2010) ondorioz listu-guruinaren funtzioa murriztuz eta listu
gutxiago ekoiztuz. Beraz, gure hipotesia, sagu DIk1 (-/-)ek DIk1 (+/+)ekin alderatuz listu-

guruin txikiagoak dituztenez ezin izango luketela hainbeste listu ekoiztu izan zen.

Bestetik, sagu DIk1 (-/-)en listu-guruinen morfologia behatu genuen; garapeneko garai
ezberdinetako listu-guruinak eta sagu helduren SLG, SMG eta PGak H/Erekin tindatu
genituen. Histologiak ez zuen diferentzia handirik erakutsi eta hodiak behatu genituen.
Hodiek listuaren konposaketa aldatzen dute bere sekzioetatik garraiatzen den heinean,
listua soluzio hipotoniko bihurtuz (Catalan et al.,, 2009). Karraskiaretan GCTak eta hodi
ildaskatuak sekzio handiena dituzten hodiak dira. Nahiz eta handiepen askotan
TEMarekin ikusi, ez genituen diferentziarik nabaritu. Ostean, listu-guruinak alcian

urdinarekin tindatu genituen ere, muzinen kantitatea ikusteko, baina DIkl (+/+) eta
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DIk1 (-/-)en muzinen kantitatea oso antzekoa zen. Ondorioz, DIk2k listu-guruinean
Dlklen gabezia konpentsatzen egon ahal izango zitekeela pentsatu genuen, gure
emaitzek ordea ez zuten DI/k2ren adierazpen mailak areagotuta zeudenik erakutsi, ezta
proteina mailan, beraz, mekanismo hau ez konpentsazio genetiko moduan zela ona

pentsatu genuen.

Datu guzti hauek kontuan hartuta, listuaren ekoizpenean ikusitako diferentzia Dlk1
(+/+) eta DIk1 (-/-)en artean, listu-guruinen tamainari egozten diogu. Gure datuek listu-
guruinaren tamaina listu ekoizpenarekin erlazionaturik dagoela iradoki dute. Hortaz,
DIk1 (-/-) saguaren listu-guruin txikiagoek listu gutxiago ekoiztuko dute (Teshima et al.,
2010). Listu-guruinaren tamaina/gorputz pisuarekiko, indize ona da arrek emeek baino
listu gehiago jariatzen dutela azaltzeko. Beste autore batzuk ere deskribatu dute
gizakietan sexuarekin erlazionaturiko listu jario tasa ezberdinak, listu-guruinaren

tamainarekin erlazionatuta daudela (Inoue H et al., 2006).

Hala eta guztiz ere, aldaketarik ikusi ez genituenez, maila molekularrean aldaketak
egon zitezkeela pentsatu genuen eta beste markatzaile ezberdinen adierazpen mailak
aztertu genituen. Ez genuen ezberdintasunik aurkitu Agp5 edo Fgf10 desberdintzapen
markatzeileen artean. Aldiz, Ck14 ama/progenitore zelulen markatzailearen
adierazpena areagotuta zegoen DIkl (-/-) saguen Pleko SMGetan. Markatzaile hau,
tindaketaz ikusi dugunez, hodietan eta azinoetako zenbait zelula epitelialetan

adierazten dela nabaritu dugu.

SMG osasuntsuetan DLK1 garapeneko E12 egunean hasten da espresatzen eta
adierazpen -maila areagotzen dihoa progenitoreen hedapenarekin bat eginez. Garapen
garai hauetan zehar progenitore zelulak, CK14+ zelulak, hedatu egiten dira eta epitelio
arrakalen sorreraren prozesua hasten da azinoak sortuz, adarkatze morfogenesia
deritzona. E18an listu-guruinek desberdintzapen prozesua hasten dute, hemen DLK1en
maila murriztu egiten delarik SMG helduan oso maila baxuan espresatu arte. Aldi
berean, Agp5 desberdintzapen markatzailearen mailak gradualki areagotzen dira

SMGak heldutasuna lortu arte.
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DLKlen eta CK14 progenitoreen erlazioa kontuan izanda, SMG hazkunde
organotipikoetan DLK1en maila altuak organoaren morfogenesia kaltetzen zuen eta
progenitoreak hiltzen zihoazten. DLK1lek zelulak proliferazio egoeretan mantentzen
zituen, adartzeko eta arrakalak sortzeko ahalmena ekidinez. Aitzitik, DLK1 SMGan ez
dagoenean, DIk1(-/-) saguetan, gure hipotesia zelula progenitoreen populazioa ezin
dela ondo erregulatu eta ondorioz CK14+ populazioa areagotuta agertzen dela da.
Beste azalpen bat, progenitore zelulen desberdintzapenean pairatutako erroreek, listu-
guruinaren tamainan negatiboki eragingo luketela da, listuaren ekoizpenean murrizketa
bat sortuz, DIk1(-/-) saguetan ikusten dugun bezala. baina hipotesi hau ez dago

oraindik frogatuta.

Beste ikerkuntza batzuetatik DLK1 ama =zelulen berrikuntzarako erregulatzaile
garrantzitsua dela dakigu. Bere adierazpen mailen aldaketak adipogenesi, angiogenesi,
neurogenesi eta hematopoiesiarekin (Al Haj Zen and Maddedu, 2012; Ferron et al.,
2011; Mirshekar-Syahkal et al., 2013) erelazionaturik daude. Gure ikerketan Dlklen
gabeziak SMGaren CK14+ progenitore zelulen populazioa areagotzera darama, DLK1

amatasun orekarako garrantzitsua dela berriro nabarmenduz.
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Ondorioak

Tesi honetan lortutako emaitzak kontuan hartuta, hurrengo ondorioak atera genituen:

DLK1 eta DLK2 listu-guruinaren garapenaren zehar espresatzen ziren eta
osagarrizko adierazpen patroia zutenez proteina hauek listu-guruinaren
morfogenesian funtzio garrantzitsua eduki dezaketela iradokitzen gaitu.

DLK1 eta DLK2 lotugai ez-kanonikoak NOTCH seinalizazio bidearen
inhibitzaileak dira. NOTCH seinalizazioaren inhibizioa, sDLK1 edo DAPTrekin,
SMGen adarkatze morfogenesiarako erabakigarria zen; inerbazioaren
hazkuntzan, epitelioaren adarkatzean eta kimuen barruko zelula
progenitore epitelialen biziraupenean efektua zeukalako.

Aktibazio kolinergikoak, CChren adizioarekin, NOTCH inhibizioak kaltetutako
SMGen adarkatze morfogenesia berreskuratu zezakeen.

DIk1 (-/-) saguen listu-guruinetan progenitore/ama zelula epitelialen
areagotzea garapenean gerta litekeen zelulen desberdintzapen
hutsegitearekin erlazionaturik egon liteke. Gertaera honek efektu negatiboa
izango luke listu-guruinaren tamainan eta ondorioz listuaren jariakian
murrizketa bat gertztuko litzateke.

Laburbilduz, lan honek NOTCH seinalizazioko lotugai ez-kanonikoen, DLK1 eta DLK2en,

garrantzia deskribatzen du saguen listu-guruin morfogenesian eta inerbazioaren

garapenean. Gainera, DLK1en adierazpen mailak guruinaren garapenean balantze fina

behar du ama izateko ahalmena erregulatzeko, hau da, ama zelula izateko bidea

sustatzeko edo ostapatzeko oreka kontrolatzeko.
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