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Resumen

El desarrollo del pancreas estd determinado por factores intrinsecos, como son el numero de células
progenitoras tempranas y por sefiales extrinsecas que concomitan con la diferenciacion de los tipos de
células endocrinas, exocrinas y ductales de una poblacién Unica de precursores pancreaticos. El factor de
transcripcion Myc ha sido estudiado ampliamente como protooncogén, aunque en células humanas
normales cumple un importante papel en el desarrollo embrionario de diversos tejidos entre ellos el
pancreas, siendo un regulador de la maduraciéon y mantenimiento de las células acinares de dicho 6rgano.
La herramienta iFIpMosaics v2.0 introducida en ratones y desarrollada por el Grupo de Genética Molecular
de la Angiogénesis del CNIC, representa un sistema inducible de mosaico genético funcional que permite
inducir en el mismo tejido, células mutantes y wild-type y estudiar la competicion entre ellas en el mismo
entorno celular. Es por ello, que el objetivo de este estudio fue caracterizar la herramienta iFlpMosaics v2.0
en tejido pancredtico y estudiar la actividad del factor de transcripcion Myc en el desarrollo del pancreas
postnatal. Mediante estudios de microscopia confocal multiespectral se pudo comprobar el funcionamiento
de la herramienta iFIpMosaics recientemente desarrollada tanto en tejido de pancreas endocrino como
exocrino. Ademas, el uso de esta herramienta ha permitido demostrar que células deficientes en el factor
de transcripcién Myc contribuyen minimamente al desarrollo postnatal del pancreas murino.
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Introduccién

El pancreas humano es un 6rgano solitario bien definido que macroscépicamente, se puede dividir en tres
partes principales: la cabeza, el cuerpo y la cola [1], sin limites claros entre estas partes. La cabeza del
pancreas es una parte en forma de C alineada con la curvatura superior del duodeno. El cuerpo estrecho y
plano del pancreas se encuentra debajo del estdémago y se extiende casi horizontalmente en el plano medial.
Se cruza con la arteria y la vena mesentérica superior, la aorta abdominal, la vena cava inferior y la vena
porta. La cola del pancreas toca el hilio del bazo. La glandula mide de 14 a 18 cm de largo, de 2 a 9 cm de
ancho y de 2 a 3 cm de grosor, con un peso de 50 a 100 g [2]; ademas est& rodeado por una capsula fibrosa
desde la cual se extienden tabiques de tejido conjuntivo hacia la glandula que divide su parénquima en
distintos I6bulos y lobulillos (I6bulos pequefios). EI mesénquima representa aproximadamente del 15 al
25% del volumen total del pancreas y contiene numerosas células grasas [3;4].

El pancreas adulto es un érgano complejo que cumple funciones exocrinas y endocrinas que controlan la
digestion y la homeostasis de la glucosa, respectivamente. Los tipos de células pancreéticas incluyen células
exocrinas dispuestas en acinos que secretan enzimas digestivas, células ductales que producen bicarbonato
y recubren los conductos que drenan el liquido exocrino al duodeno y células endocrinas. Estos Gltimos
comprenden células productoras de glucagén, insulina, somatostatina y polipéptido pancreatico, que se
organizan en islotes de Langerhans y secretan estas hormonas en la sangre [5].

Desarrollo embrionario del pancreas

A pesar de las grandes diferencias en el tamafio final entre las especies de mamiferos, los mecanismos
moleculares y celulares subyacentes al crecimiento de los 6rganos generalmente se consideran muy
similares. En el caso del pancreas, las células progenitoras embrionarias proliferan y se diferencian
inicialmente para formar un 6rgano en miniatura. Después del nacimiento, las células progenitoras
desaparecen en gran medida. El consenso actual es que el crecimiento postnatal del pancreas, en ratones y,
por extension, también en humanos, se basa en la duplicacién simple de células diferenciadas, consistente
con Leblond, 1964 en su descripcién clésica del pancreas como un "tejido en expansion” (Figural); aunque
se han informado diferencias sorprendentes en el modo de crecimiento pancreético postnatal entre
diferentes mamiferos. Mientras que el pancreas humano crece por hiperplasia pura, el pancreas de roedores
crece también por hipertrofia celular [6].
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Figura 1. Reguladores del destino que gobiernan el desarrollo embrionario del pancreas de raton y mantienen la
identidad en el 6rgano adulto. Representacion esquematica del desarrollo del pancreas embrionario de raton. En
recuadros, se destacan los reguladores del destino para cada etapa de desarrollo. Extraido de Front. Cell Dev.
Biol., 02 December 2021 Sec. Molecular and Cellular Pathology Volume 9 - 2021
https://doi.org/10.3389/fcell.2021.795251

Se reconoce que el tamafio de las células en el pancreas adulto es plastico. Dado que las células acinares
son el componente principal del parénquima pancreatico, las variaciones en la masa de células acinares
afectan directamente el tamafio del pancreas [7]. Por ejemplo, las células acinares se encogen cuando los
nutrientes luminales no estan disponibles y el tamafio de las células beta aumenta transitoriamente en
roedores prefiados [6].

Durante los procesos coordinados de morfogénesis y desarrollo, las células epiteliales se involucran en
cambios dindmicos de sus conexiones intercelulares con las células vecinas. Estos reordenamientos facilitan
los cambios continuos en el movimiento y la forma celular que deben ocurrir durante la remodelacion
epitelial y el establecimiento del tejido. Por el contrario, esta remodelacién estructural tiende a estar
restringida en los tejidos epiteliales maduros, donde el mantenimiento del tejido estatico juega un papel
mas central que el crecimiento y la reorganizacion [8-12].

En el pancreas en desarrollo, se produce una transicién entre estos distintos estados estructurales a medida
que el 6rgano se desarrolla desde un brote embrionario primordial hasta un 6rgano epitelial funcionalmente
especifico y muy ramificado [13]. A lo largo de este proceso, los cambios dinamicos en las propiedades
adhesivas de las células coinciden con la diferenciacion, expansion y mantenimiento de los distintos linajes
del péncreas, incluidas las células endocrinas, acinares y ductales. El centro del proceso de adhesion
epitelial es la unién adherente, donde la interaccién de E-cadherina (Cdhl) con proteinas citoplasmaticas
(p. €j., a-catenina, B-catenina, d-catenina) ayuda a regular la dindmica del citoesqueleto, la sefializacion
intracelular y transcripcién de genes. En células individuales del pancreas, el dominio extracelular de E-
cadherina interactiia hemofilicamente con dominios de cadherina complementarios de células vecinas,
uniendo sus citoesqueletos de actina en tejidos epiteliales funcionales. En este sentido, la adhesion célula-
célula mediada por cadherina juega un papel integral en los procesos de desarrollo y mantenimiento de
organos [14].

Papel del gen Myc en el desarrollo, homeostasis y en las afectaciones patolégicas del
pancreas

Myc (anteriormente conocido como c-Myc) es un factor de transcripcion de la cremallera de leucina bésica
hélice-bucle-hélice (bHLH) que se ha estudiado ampliamente como protooncogén pero que también es
esencial para la progresion normal del ciclo celular. Aunque Myc promueve el crecimiento y la proliferacion
celular en varios tejidos, induce o sensibiliza a las células a la apoptosis en otros [15]. En las células
humanas normales el gen c-MYC se transcribe en diferentes tejidos, mientras que en células neopléasicas la
transcripcion se lleva a cabo de forma anormal [16]. La actividad oncogénica de c-Myc se demostro en
animales transgénicos y en estudios in vitro con cultivos celulares [17].

En rat6n, se encontr6 que una delecion homocigética del gen c-Myc es letal en embriones murinos, lo que
sugiere que la expresion de este gen es esencial para el desarrollo embrionario [18]. Siguiendo con su papel
crucial en el desarrollo embrionario, el gen c-Myc estd implicado en la regulacion de mecanismos de
competicion celular y en la eliminacion de células con una menor capacidad replicativa [19]. Sin embargo,



la sobreexpresion sostenida de c-Myc en las células pancreaticas B neonatales murinas reprime la
diferenciacion celular y promueve la proliferacion celular y la apoptosis, lo que lleva a una disfuncién
importante debida a la pérdida de células beta y a la diabetes [20]. De manera similar, el aumento transitorio
de la sefializacion de B-catenina en el pancreas de ratones adultos induce, a través de la actividad de c-Myc,
una hiperplasia acinar especifica que conduce a la pancreatomegalia [21]. Por concluir, Claire Bonal y
colaboradores, mediante estudios de rastreo del linaje celular han documentado que, la ausencia de una
actividad adecuada de c-Myc en progenitores pancreaticos induciria la generacién de células acinares mal
diferenciadas durante el desarrollo y la adquisicién de un fenotipo de adipocito con el envejecimiento.
Basandose en estas observaciones, estos autores han propuesto que c-Myc es un regulador clave del
crecimiento, maduracion y mantenimiento de las células acinares, por lo que su inactivacion conduce a una
transdiferenciacion degenerativa en células adiposas [7].

Herramienta genética iFlpMosaics v2.0

El grupo de genética molecular de la angiogénesis dirigido por el Dr. Rui Benedito en el CNIC, ha
desarrollado diversas herramientas genéticas avanzadas que se fundamentan en la combinacién de distintas
recombinasas y sistemas reporteros, empleados para establecer lo que se denomina genética de interseccion.
Este enfoque implica la interseccidn espacio-temporal, secuencial o simultanea de dos 0 mas recombinasas
diferentes, para que la expresion de una sea condicional o dependiente de la otra, hecho que permite
transformar las debilidades de cada recombinasa en virtudes.

Un ejemplo es la herramienta iFlpMosaics v2.0. Esta herramienta representa un sistema genético inducible
de mosaico funcional, ya que permite inducir en el mismo tejido células mutantes y salvajes o wild-type
(WT) en muy baja frecuencia y estudiar la competicion entre ellas en el mismo entorno celular. Alteraciones
en la frecuencia de células mutantes y WT, o en el ratio, permiten identificar si la activacién o desactivacion
de genes de interés confieren una ventaja o desventaja replicativa a las células. Esta herramienta se basa en
la combinacion de recombinasas diferentes (Cre y Flipasa), las cuales se dirigen a sitios especificos (loxP
y Frt) respectivamente, y en la expresion de diversas combinaciones de proteinas fluorescentes segln el
fenotipo celular. Esto posibilita la obtencion de imagenes de microscopia de fluorescencia y posteriormente
la comparacion y anlisis de diferentes fenotipos celulares en el mismo entorno tisular [22].

Esta herramienta se compone de distintos alelos, donde el primero es un alelo activador que cuenta con un
promotor CAG que expresa de manera ubicua la recombinasa FIpO-ERT2 (Figura 2A). Tras la
administracion de TMX o de su metabolito activo 4-OHT, y alcanzar una concentracion intracelular
suficiente, la recombinasa FIpO-ERT?2 es trasladada en el ntcleo donde puede catalizar la recombinacién
de los sitios FRTSs del alelo efector (Alelo iFlpMbTomato-CreMbYFP - Ejgura 2B). El alelo activador, por lo tanto,
permite un control temporal de la induccién y, debido a que la recombinasa FlpO tienen una eficiencia muy
baja, la recombinacion del alelo efector ocurre a baja frecuencia en los tejidos. Ademas, tras alcanzar el
pico de concentracion, los rifiones filtran el 4-OHT disminuyendo su concentracion en sangre, inhabilitando
posteriormente la accién de la recombinasa.

A diferencia del alelo activador, el alelo efector no se expresa en su estado no recombinado y contiene dos
casetes de ADN con funciones distintas (Figura 2B). El primer casete contiene la secuencia codificante por
la recombinasa Cre y la proteina fluorescente reportera tdTomato unida a una secuencia de localizacion de
membrana (Mb-Tomato), mientras que el segundo casete s6lo contiene la secuencia codificante por la
proteina fluorescente amarilla unida a una secuencia de localizacién de membrana (Mb-YFP). Si la
recombinasa FIpO-ERT2 del alelo A recombina los sitios Frtl del primer casete, la célula expresara la
recombinasa de alta eficiencia Cre y serd marcada por Mb-Tomato, mientras que una célula que haya
recombinado los sitios Frt2 no expresarad ninguna otra recombinasa y sera marcada por Mb-YFP. Ademas,
la recombinacion del primer casete induce la expresion constante de la recombinasa Cre, hecho que asegura
gue multiples targets/genes flanqueados por sitios LoxP puedan ser recombinados a continuacion.

Existe ademas un tercer alelo iFlp Nuclei basado en la tecnologia RGB, capaz de tefiir la cromatina/nicleos
con una proteina fluorescente roja (R), o verde (G), o azul (B). De hecho, este alelo contiene tres casetes
de ADN diferentes flanqueadas por sitios Frt, que codifican para H2B-Cherry, H2B-EGFP y H2B-HA-
Cerulean (Figura 3C). Por lo tanto, el alelo iFlp Nuclei depende del alelo inductor, permitiendo la
recombinacion y expresién de una de las tres proteinas fluorescentes nucleares tanto en células que hayan
recombinado el alelo efector (mutantes y wild-type) como en células que no hayan activado la cascada de
recombinacion. Debido a que la informacion codificante por las proteinas fluorescentes nucleares es
transmitida a la progenie de células derivadas, este alelo permite realizar estudios de clonalidad,
permitiendo cuantificar la capacidad proliferativa de cada célula mediante la estimacion del tamafio del
clon.
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Figura 2. Imagen esquematica de los alelos del sistema iFlpMosaics v2.0. A: Alelo Tg (Ins-
CAG-FIpOERT2) portador de la recombinasa FIpO-ERT2. B: Alelo iFIpMbTomato-Cre/MoYFP (-
Alelo iFlp Nuclei portador de los reporteros de clonalidad nuclear H2B-Cherry, H2B EGFP, y
H2B-Cerulean. Extraido de Cell Biology. https://doi.org/10.1101/2023.05.09.540000

Teniendo en cuenta la aplicabilidad que confiere la herramienta iFIpMosaics v2.0 por su alto grado de
inducibilidad en cualquier momento especifico y en cualquier tipo de célula, asi como las funciones que
desempefia Myc en la transcripcion de diferentes tejidos, en el mantenimiento de la homeostasis epitelial y
la prevencion de la sefializacion del crecimiento patégeno en el pancreas, la importancia de conocer dichos
mecanismos Y la necesidad de nuevos tratamientos dirigidos a enfermedades de origen pancreatico, este
proyecto tiene como un primer objetivo: caracterizar la herramienta iFlpMosaics v2.0 en tejido pancreatico
y en un segundo momento estudiar la actividad del factor de transcripcién Myc en el desarrollo del pancreas
postnatal.

Materiales y Métodos
Experimentacion animal

El proceso de experimentacion animal fue desarrollado por el personal autorizado, quienes indujeron a los
ratones al primer dia de nacidos con 4-OH Tamoxifeno y fueron sacrificados a los 15 dias para extraer
diferentes 6rganos. Los protocolos de los experimentos fueron aprobados por el comité ético del Centro
Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC) y por los comités y autoridades locales de ética
animal (Comunidad Auténoma de Madrid), segun las directrices internacionales de uso de animales de
experimentacion (PROEX111.7/22).

Procesamiento de muestras

Tras la eutanasia de los animales se utilizaron pancreas de 3 ratones Tg(Ins-CAG-FIpOERT2);iFIp™MbTomato-
CreMbYFP- iFlp Nuclei control y 3 ratones Tg(Ins-CAG-FIpOERT2); iFlpMeTomato-CreMbYFP- jE|n Nuclei;
MycFlo/Flox Myc LOF. Los 6rganos extraidos se fijaron durante 2 horas en una solucion al 4% PFA en PBS
a 4°C. Después de lavar el tejido tres veces en PBS durante 10 minutos cada vez, los 6rganos se almacenaron
durante la noche en sacarosa al 30 % (Ref. 102480550 Sigma) en PBS a 4 °C. Luego, las piezas de pancreas
se incrustaron en OCT Mounting media (Ref. 361603E) y congeladas a -80°C. Se cortaron criosecciones
de pancreas (30 um) en un criostato (Leica).

Preparacion de las muestras para microscopia confocal

Las secciones fueron rehidratadas durante 5 minutos en PBS 1x, y permeabilizadas durante 15 minutos en
50% PBS-Triton 0.5% (Ref. 1003407650) +20% FBS (Suero Fetal Bovino). Este paso fue seguido de tres
lavados en PBS 1x Tween 0.1% (Ref. 8.22184.0500) de 20 minutos cada uno. Tras ello se incubaron las
secciones con una solucién 4', 6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI) (Ref. 1.24653.0100)
a una dilucién de 1.1000 durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se repitieron dos lavados
en PBS 1x Tween 0.1% de 20 minutos cada uno de la misma manera, seguidos por un lavado en PBS 1X.
A continuacion, se procedi6 a montar con Fluoromount-G (Ref. 0100-01 SouthernBiotech).

Adquisicion de imagenes

A las criosecciones de pancreas se le tomaron imagenes a alta resolucion con un microscopio confocal
invertido Leica TCS SP8 equipado con un laser de 405 nm, un laser de 442 nm y un laser blanco que permite
la excitacion a cualquier longitud de onda desde 470 nm hasta 670 nm. Se utilizé un objetivo de 40x para
escaneado confocal. Se adquirieron campos individuales a resolucion de 2048x2048 pixeles.

Andlisis de iméagenes

Las imagenes adquiridas mediante microscopia confocal multiespectral que muestran los mosaicos tisulares
iFIpMosaics v2.0 en tejido pancreatico fueron analizadas por diversas herramientas informaticas especificas
tales como Fiji/lmageJ para identificar, clasificar y cuantificar las combinaciones de marcadores
fluorescentes nucleares y de membrana. Para ello se procedié a visualizar la imagen con todos los
marcadores y cada uno de ellos por separado en distintas ventanas. Tras el ajuste de brillo y de
sincronizacion de las distintas ventanas se procedid a la identificacion de las células mediante la herramienta
Cell Counter y Multipoint Tool. Las células para clasificar segun las combinaciones de marcadores en 11
tipos fueron (Cherry+/Tom+; GFP+/Tom+; Cer+/Tom+; DAPI+/Tom+; Cherry+/YFP+; GFP+/YFP+;



CER+/YFP+; DAPI+/YFP+; Cherry+; GFP+; Cer+). Una vez realizado el proceso en cada especie celular
se procedid a exportar los resultados cuantificados en formato Csv.

Para el proceso de segmentacion de las regiones nucleares de todas las células mediante canal DAPI se
emple6 el programa QuPath y algoritmo Stardist [23;24], siendo necesario modificar algunos parametros,
tales como: threshold (0.35) y pixelSize (0.5) para poder cuantificar la mayor cantidad de nlcleos DAPI
existentes.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados para verificar una distribucion normal, aplicando como test paramétricos (t de
Student). El valor de significacion se fijo en P<0,05. Todos los calculos se realizaron mediante Microsoft
Office Excel y los datos fueron representados con GraphPad Prism 8. Los valores se expresan con la media
+ SEM.

Resultados
El sistema iFIpMosaics v2.0 permite recombinar tejido pancreatico murino postnatal.

Los ratones iFIpMosaics v2.0 cuentan con diferentes alelos dibujados para permitir realizar estudios
ratiométricos y de clonalidad. Como se ha detallado en la introduccion, tras la administracion del compuesto 4-
OH tamoxifeno la recombinasa FIpO-ERT2 codificada por el alelo inductor (alelo A, figura 2) se desplaza
en el nicleo donde puede recombinar de manera aleatoria los sitios Frt del alelo efector iF|pVbTomato-Cre/MbYFP
(alelo B, figura 2), los sitios Frt del alelo reportero de clonalidad iFIp Nuclei (alelo C, figura 2), 0 ambos
alelos.

Para comprobar el correcto funcionamiento de la herramienta iFIpMosaics v2.0 en tejido pancreatico, se
adquirieron imagenes de microscopia confocal multiespectral de los ratones control Tg(Ins-CAG-
FIpOERT?2);iFIpMpTomato-Cre/MBYFP SiEln Nuclei. Asi se observo que los marcadores de fluorescencia pueden
ser detectados adquiriendo la sefial endogena (Figura 3A) tanto en regiones del pancreas exocrino como
endocrino (Figura 3B-C). En el tejido analizado se observd la presencia de células iFlp-Mosaics™™* iFlp-
Nuclei y iFlp-Mosaics"™* iFlp-Nuclei- (Figura 3D), es decir células que han recombinado solo el alelo
efector. Ademas, se detectaron grupos de células iFlp-Mosaics™ iFIp-Nuclei* (Figura 3E), es decir células
que han recombinado solo el alelo reportero de clonalidad. Por Gltimo, se detectaron grupos de células en
las cuales tanto los marcadores de membrana como los reporteros nucleares han sido activados, o células
duales iFlp-Mosaics™™ iFlp-Nuclei* y iFlp-Mosaics " * iFlp-Nuclei* (Figura 3F-G).

Figura 3. A. Imagen de microscopia confocal multiespectral que evidencia recombinacion en tejido
pancreético del Control 1. B: Recombinacion en regiones del pancreas endocrino C: Recombinacion en
regiones del pancreas exocrino. D: iFlp-Mosaics™™ iFlp-MosaicsY™*. E: iFlp-Nuclei*. F: iFlp-
Mosaics™™ iFlp-Nuclei*. G: iFlp-MosaicsY™* iFIp-Nuclei*.

Seguidamente nos propusimos medir la eficiencia de recombinacion alcanzada por la herramienta
iFlpMosaics v2.0 en el ensayo. Como se puede observar en la (Figura 4A) el porcentaje de células
recombinadas en el pancreas de los ratones control puede variar entre un 25% y 45%, basado en el total de
células iFlp-Mosaics* o iFIp Nuclei* sobre el total de nicleos detectados.

A continuacién, nos centramos en profundizar en el tipo de recombinacién obtenida. Para ello hay que tener
en cuenta que, aunque la recombinacién de los sitios Frt sea aleatoria, estos se encuentran a unas distancias
diferentes. Si tomamos como ejemplo el alelo iFlpMPTomato-CreMbYFP (Figrg 2B), se puede observar que los
sitios de recombinacidn que activan el primer caset estdn méas cerca entre ellos comparado con el segundo
caset en el que los sitios de recombinacion estdn mas distantes. Debido a estas diferencias la recombinasa
FIpO-ERT?2 favorecerd la recombinacion de los sitios mas cercanos en cierta medida. Como era esperado,



se observé que hay un mayor nimero de células iFlp-Mosaics™™* con respecto a las células iFlp-
Mosaics"™* en muestras de pancreas control. Como se puede observar en la figura 4B, el nimero absoluto
de células iFlp-Mosaics™™ es mayor que el nimero absoluto de células iFlp-MosaicsY™* tanto en la
muestra control 2 como en la muestra control 3, en una proporcién de alrededor de 1.5 : 1 de reporteros.
Para seguir esta perspectiva se comprobé si el alelo iFlp Nuclei también sigue las mismas dindmicas en la
recombinacion de los sitios Frt que flanquean los 3 casetes de los reporteros de clonalidad nuclear (Cherry,
GFP, Cerulean). Para ello estudiamos células recombinantes iFlp-Nuclei* iFIp-Mosaics™. En la muestra
obtenida del animal Control 3, se observé que hay un mayor nimero de células Cherry+, seguido de células
GFP+ y células Cerulean+, pudiéndose identificar 2133 células Cherry+, 1248 células GFP+ y 900 células
Cerulean+ (Figura 4C). Estos datos nos indican que tras la induccion los marcadores de clonalidad nuclear
se sitlian en una proporcion de alrededor de 2.5 : 1.5 : 1 de reporteros Cherry : GFP : Cerulean.

Ctrl 1 Ctrl 2 Ctrl 3
454 3 i i

40

354

30

25+ —

>
% Células recombinadas
iFIp-Mosaics*o iFIp-Nuclei*/DAPI

0-—T—T—T7—
Ctrl 1Ctrl 2Ctrl 3

B3 iFlp-Mosaics ™™
=3 iFlp-Mosaics "™ §

vs]
Nimero Absoluto de células
iFlp-Mosaics* iFlp-Nuclei*"

Ctrl 2 Ctrl3

mm Cherry+
2133 = GFP+
2000 = Cer+

+
N
o
=
S

1500 1248
1000

500

@
Namero Absoluto de células
iFlp-Mosaics™ iFlp-Nuclei

Ctrl 3

Figura 4. Caracterizacion del modelo iFIp Mosaics V2.0 en tejido pancredtico en los ratones control. A:
Porcentaje de células recombinadas de ratones control. B: Ndmero absoluto de células iFlp-Mosaics* iFlp-
Nuclei* de ratones control 2 y 3. C: Numero absoluto de células iFlp-Mosaics™ iFlp-Nuclei* por separadas
de raton control 3.

Una vez caracterizado el comportamiento de la recombinasa FIpO-ERT2 y comprobada la efectiva
recombinacion del alelo iFIpMpTomato-Cre/MbYFP v de| alelo iFIp Nuclei por separado, se profundizd en el
estudio de los marcadores de clonalidad mas en detalle. En este caso el objetivo ha sido identificar los
marcadores, o0 combinaciones de ellos, mas informativos para realizar estudios de clonalidad. Debido a que
la recombinacién de los dos alelos es independiente (FIpO-ERT2 dependiente), una recombinacion
demasiado elevada del tejido podria generar una situacion en la que todas las células hayan recombinado
ambos alelos y por lo tanto los marcadores de clonalidad sean tan frecuentes que no pudiera permitirnos
identificar la expansion clonal de las células. Para ello se realizd una comparacion entre el nimero absoluto
de células iFlp-Mosaics™™ y iFlp-MosaicsY™*, no informativos en estudios de clonalidad, con respecto a
las células iFlp-Mosaics™™ iFlp-Nuclei* y iFlp-MosaicsY™* iFlp-Nuclei* (marcadores duales). Como se
puede observar comparando la figura 4B y la figura 5 hay méas células de las primeras. En este mismo
sentido observamos que las células iFlp-Mosaics™™ iFlp-Nuclei* y iFlp-MosaicsY™* iFlp-Nuclei* de los
ratones control en comparacion con las iFIp-Mosaics™ iFIp-Nuclei* son menos frecuentes (Figura 5). En
conclusion, estos datos demuestran que la recombinacion de los alelos iFlpMbTomato-CreMbYER v, iEn Nuclei a
la dosis empleada ha sido efectiva y no saturante.
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Figura 5. Numero absoluto de células iFlp-Mosaics™™YFP* iFIp-Nuclei* (marcadores duales de
recombinacidn) y iFIp-Nuclei* de los ratones control 2 y 3.

La delecidon del gen Myc induce un cambio en el ratio entre células mutantes sanas en
favor de las sanas.

Caracterizado el modelo iFlp Mosaics v2.0 en tejido pancreatico de ratones control y comprobado que los
alelos funcionan de la manera esperada, en un segundo momento se estudi6 el papel del factor de
transcripcion Myc en el desarrollo del pancreas postnatal en ratones Tg(Ins-CAG-FIpOERT2);iFIpMbTomate-
Cre/MBYFP- iFlp Nuclei; MycHo/Flox (Myc-LOF). Para ello decidimos calcular el ratio entre células iFlp-
Mosaics™™ y iFlp-MosaicsY™*. Como se puede observar en la (Figura 6A) hay un cambio en el ratio de
células entre un grupo y otro. Este cambio en el ratio se debe a que el nimero absoluto de células iFlp-
Mosaics™™ identificadas en los ratones mutantes es drasticamente inferior con respecto al nimero de
células iFlp-MosaicsY™*, contrario a lo sucedido en los ratones controles cuya proporcion de células fue
inversa (Figura 6B). Sin embargo, no hay diferencias estadisticamente significativas entre la frecuencia de
las células iFlp-MosaicsY™* iFIp-Nuclei* y iFlp-Nuclei* iFlp-Mosaics™ entre los ratones controles y Myc-
LOF. Estos resultados nos indican que al término de los ensayos las células mutantes contribuyen
minimamente al desarrollo postnatal del pAncreas murino.
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Figura 6. Comportamiento del factor de transcripcion Myc en ratones (Myc-LOF). A: Ratio de células iFlp-
Mosaics™™/ iFlp-MosaicsY™*. **p=0,0045 (t de Student no pareada) B: Nimero absoluto de células iFlp-
Mosaics™™ iFlp-MosaicsY™*. C: Frecuencia de células iFlp-Mosaics'™* iFlp-Nuclei*. D: Frecuencia de
células iFlp-Nuclei* iFIp-Mosaics'.

Discusion

Para comprender la funcién de un gen en células mutadas deben compararse con las células normales. En
la mayoria de los estudios biomédicos este andlisis comparativo se realiza con células presentes en
diferentes animales y por lo tanto no experimentan el mismo microambiente tisular. Con la herramienta
iFIpMosaics v2.0, las células normales y mutantes pueden ser inducidas ratiométricamente y con codigo de
barras multiespectral dentro de la misma ventana temporal y microambiente. Esto permite una mejor

comprension de cémo las mutaciones genéticas inducidas afectan la biologia de células individuales con
mayor precision y confiabilidad durante el desarrollo de tejidos, la homeostasis o enfermedades [22].



Mediante la expresion de diversas combinaciones de proteinas fluorescentes se lograron imagenes de
microscopia confocal multiespectral que permitié establecer una comparacion entre los ratones WT y
mutantes en un mismo entorno tisular. Nuestros resultados mostraron una evidencia efectiva al caracterizar
la herramienta iFIpMosaics v2.0 en tejido pancreatico de ratones WT, dado a que se pudo observar la
capacidad de recombinacion en el tejido usando como base los marcadores fluorescentes.

Lo primero que pudimos identificar es que fue posible generar todas las combinaciones teéricas de
marcadores de fluorescencia; que la recombinacion fue efectiva tanto en tejido de pancreas endocrino como
exocrino, lo cual fue facil de observar dada la propia morfologia de las células del pancreas, sin la necesidad
del empleo de marcadores especificos de tejido que de una forma u otra podrian interferir sobre la sefial de
fluorescencia de los marcadores nucleares y de membrana empleados, llegando a complejizar la
cuantificacién. En este sentido se pudo observar una capacidad de recombinacion de casi el 50% en los
ratones control 1y 3 y de un 25% en el raton control 2. A pesar de usar las mismas dosis de induccion la
recombinacion efectiva en los tejidos puede ser variable y generar tejidos mas densamente recombinado o
menos. Esto puede deberse a variaciones técnicas durante la administracion del Tamoxifeno o bien
variaciones hiolégicas de la especie.

Sin embargo, independientemente de la dosis la presencia de una mayor cantidad de células recombinadas
iFlp-Mosaics™™* con respecto a las células iFlp-Mosaics"™* es indicativo de que la induccidn sigue el
comportamiento esperado, de igual manera al comparar las células iFIp-Mosaics  iFlp-Nuclei* por
separadas se pudo comprobar que existia un nimero mayor de células Cherry+ con respecto a GFP+ y
Cerulean+. En este sentido un aspecto importante para tener en cuenta era determinar las posibles células
a utilizar para estudios futuros de clonalidad, lo cual se hizo evidente al notarse una mayor cantidad de
células iFlp-Mosaics™™ y iFlp-Mosaics"™* con respecto a las células iFlp-Mosaics™™* iFlp-Nuclei* y iFlp-
MosaicsY™* iFIp-Nuclei*; de igual manera se comportaron con respecto a las células iFlp-Nuclei* siendo
las células de marcadores duales las 6ptimas para realizar el estudio. Independientemente de que las células
iFIp-Nuclei* pueden ser més frecuentes que las duales, no se descarta la posibilidad de seguir empleando
las células Cerulean+ al seguir siendo las menos frecuentes y lo cual ahorraria tiempo al cuantificar.

En un segundo momento calculado el ratio entre las células iFlp-Mosaics™™" y iFIp-Mosaics'™* se pudo
notar diferencias entre las células del grupo control con respecto a las mutantes, a expensas de una
disminucién de las células iFlp-Mosaics™™* en relacién con las células iFlp-Mosaics'™*, los mecanismos
que conllevan a esta disminucion celular no son conocidos, aunque podemos llegar a plantear que puede
deberse a que las células han amplificado menos, dato que se puede saber al realizar estudios de expansion
clonal. Por otro lado, no se observaron cambios en la frecuencia de las células iFlp-Mosaics™* iFlp-
Nuclei* y iFlp-Nuclei* iFlp-Mosaics™ entre los ratones controles y Myc-LOF, lo que sugiere que al parecer
no existe una accion compensatoria de las células WT; sin embargo, no podemos saber la recombinacion
basal alcanzada en los ratones Myc-LOF y concluir firmemente si las células WT se han amplificado o no,
siendo necesario realizar estudios de clonalidad.

Otra posible hipétesis que puede justificar nuestros resultados viene dada porque la disminucion de las
células mutantes con respecto a las células WT se deba a apoptosis celular mediada por el fenémeno de
competencia celular y que se ejecuta a través de la eliminacion apoptética de la poblacién menos apta por
mecanismos celulares no auténomos [25]. La supercompetencia es una variante de la competencia celular
en la que las células que sobreexpresan moderadamente Myc superan a las células de tipo salvaje WT [26].
Un estudio de Claveria y colaboradores sobre la competencia celular endégena impulsada por Myc en el
embrién temprano de mamifero muestra que la competencia celular es promovida por un desequilibrio en
la dosis de Myc entre las células vecinas en el epiblasto de raton y las células madre embrionarias,
fundamentalmente plantean que, no son los niveles absolutos de Myc, sino mas bien los niveles relativos
entre las células vecinas los que determinan la viabilidad celular, y por lo tanto la competencia celular
natural detectada en el epiblasto de ratdn conduce a la eliminacion de células con menor expresion de Myc.
Sus hallazgos indican que la competencia celular es una caracteristica general de los metazoos, lo que
sugiere que representa una propiedad fundamental de la interaccion celular dentro de los tejidos [19]. De
esta manera y como se ha venido mencionando, el cambio en la proporcion entre células mutantes iFIp-
Mosaics™™ y células WT iFlp-MosaicsY™* iFlp-Nuclei* y iFlp-Nuclei* iFIp-Mosaics", ya sea por apoptosis
de las células mutantes o por falta de expansion de las células WT, nos muestra el papel crucial del factor
de transcripcion Myc en el desarrollo del pancreas postnatal.

Conclusiones y perspectivas futuras

Una vez realizado el estudio, pudimos demostrar que el sistema genético de mosaico funcional iFlp Mosaics
v2.0 es inducible en tejido pancreatico; ademas hemos comprobado el papel crucial del factor de
transcripcion Myc en el desarrollo del pancreas postnatal.



A futuro seria interesante realizar un andlisis de clonalidad con la finalidad de estudiar la distribucién
espacial de los clones y si hay accién compensatoria de las células WT. De igual manera sugerimos realizar
estudios que permitan determinar el volumen y peso del pancreas para observar si existe hipoplasia acinar
en correspondencia con lo identificado por otros autores; asi como estudios de apoptosis en ensayos a corto
plazo. Otro aspecto importante por considerar seria el evaluar los cambios en la expresion y localizacion
de alguno de los componentes de adhesion celular (E-cadherina y B-catenina), visto que la eliminacion de
alguno de estos componentes ha revelado efectos posteriores en el desarrollo y mantenimiento del pancreas,
asi como la implicacion de Myc en la via Wnt/pB-catenina que a su vez se activa durante el desarrollo
pancreatico.
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