X

2%, UNIVERSIDAD %
F) POLITECNICA
¢/ DE VALENCIA S e

MASTER INTERUNIVERSITARIO EN MEJORA GENETICA
ANIMAL Y BIOTECNOLOGIA DE LA REPRODUCCION

INMUNODETECCION DE LA PROTEINA NANOG
EN EMBRIONES PREIMPLANTACIONALES
PRODUCIDOS IN VITRO PORFIVY
PARTENOGENESIS EN PEQUENOS RUMIANTES.

Tesis de Master
Valencia, Septiembre 2016

Patricia Martinez Maria

Director:

Maria Teresa Paramio Nieto
Codirector:

José Salvador Vicente Antdon



RESUMEN.

Desde que se desarrollaron las técnicas de produccién de embriones in vitro existe
una demanda de métodos que permiten evaluar la calidad de los embriones
generados. Uno de los criterios de la calidad de los blastocistos producidos es la
relacion entre el nimero de células del Masa Celular Interna (MCI) y del
Trofoectodermo (TE). La proteina Nanog y la Cdx2, son proteinas que se
encuentras en la MCI y TE, respectivamente en embriones de raton. El objetivo de
este trabajo fue poner a punto en nuestro laboratorio en embriones caprinos y
ovinos producidos por fecundacion in vitro (FIV) y partenogénesis, el analisis de
inmunodeteccidn de la proteina Nanog.

Producimos 640 embriones ovinos mediante FIV y 1083 embriones por activacion
partenogenética (AP). En caprino producimos 205 embriones por FIV y 66 por AP.
Los embriones producidos son agrupados en tres grupos: embriones de 2 a 8
células, mérulas y blastocistos. Las técnicas utilizadas para la FIV y AP son las
rutinarias del laboratorio. Para el analisis de la proteina Nanog utilizamos 286
embriones con diferentes protocolos hasta optimizar el adecuado para ovino y
caprino.

Utilizando el protocolo de inmunodeteccién original (de raton), se observé que la
proteina Nanog necesitd una optimizacion para los embriones de oveja y cabra,
cambiando el anticuerpo primario original rabbit polyclonal anti-Nanog por rabbit
anti-Human Nanog. Encontramos expresion de la proteina Nanog en cada célula de
embriones de 2-8 células, moérulas y blastocistos, contrariamente a lo esperado ya
que la proteina Nanog de ratdn solo se localiza en las células MCI y no en los
anteriores estadios embrionarios. En nuestros blastocistos producidos se observa
que el nimero de células con sefial Nanog es del 66'7% y 89’6% en ovino, y 83'6%
y 60’5% en caprino del total de células, lo que indica que esta sefial estuvo
localizada también en las células del TE y no solo en las del MCI, como era lo
esperado. El Cdx2 se localizé en el 68’97% de las células del blastocisto, indicando
que era correcto su marcaje solo en las TE. En conclusién nuestros datos no
muestras diferencias significativas entre los embriones de ovino y caprino

producidos mediante FIV y AP.



ABSTRACT.

Since the development of techniques for in vitro embryo production there is an
important demand of methods to assess the quality of the generated embryos.

One of the main criteria to assess the quality of produced blastocysts is the ratio
between the number of inner cell mass (ICM) and trophectoderm (TE).

Nanog and Cdx2 proteins are founded in the ICM cells and TE cells respectively in
mouse embryos. The aim of this work was tune up, in our laboratory, the
immunodetection analysis of Nanog protein in goat and sheep embryos produced
by in vitro fertilization (IVF) and parthenogenesis.

We have produced 640 ovine embryos by IVF and 1083 by parthenogenetic
activation (PA). In caprine we produced 205 embryos by IVF and 66 by PA. All
produced embryos are grouped in three different groups: 2 to 8 cells embryos,
morulae, and blastocysts. We used the routine techniques of laboratory to carry
out IVF and PA. For the Nanog protein analysis we used 286 embryos and
different protocols were performed to optimize the suitable one for sheep and
goats.

By using the original immunodetection protocol (mouse), it was observed that
Nanog protein needed an optimization by changing the primary antibody from the
original (polyclonal rabbit anti-Nanog) to the human one (rabbit anti-Human
Nanog). We found expression of Nanog protein in each cell in: 2-8 cells embryos,
morulae and blastocysts. It was contrary to our expectations considering that the
mouse Nanog protein is localized, in blastocysts, only in the ICM cells and it is not
found in the previous embryonic stages. Our produced blastocysts shows Nanog
signal in 66’7% and 89'6% en sheep, and 83'6% and 60’5% in goat of total cells,
which indicates that this signal was also localized in the TE cells and not only on
the ICM, as it was expected. The Cdx2 was located in 68'97% of cells in the
blastocyst stage, indicating that the labeling was correct only in the TE. In
conclusion, our data do not show significant differences between sheep and goat

embryos produced by IVF and PA.



ABREVIACIONES.

6-DMAP: 6- dimetilpurina.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AP: Activacion partenogenética.

ATB: antibiotico-antimicotico.

BSA: (Bovine serum albumin) Albuimina sérica bovina.

CIV: Cultivo in vitro.

COCs: Complejo camulus-oocito.

DAPI: 4’, 6-diamino-2-fenilindol.

d.s.: Desviacion estandar.

E2: Estradiol.

EGF: (Epidermal growth factor) Factor de crecimiento epidérmico.
EGCs: (Embryonic germ cells) Células germinales embrionarias.
ESCs: (embryonic stem cells) Células madre embrionarias.

FIV: Fecundacién in vitro.

FSH: (Follicle stimulating hormone) Hormona foliculo estimulante.

ICSI: (intracytoplasmic sperm injection) Inyeccién intracitoplasmatica

espermatozoides.

JIVET: Juvenile in vitro embryo technology.

LIF: (Leukemia inhibitory factor) Factor inhibidor de leucemia.
LH: (Luteinizing hormone) Hormona luteinizante.

MCI: Masa celular interna.

MII: Metafase II

MIV: Maduracioén in vitro.

ON: (overnight) toda la noche.
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PAF: Paraformaldehido.

PBS: Phosphate buffered saline.

PCR: (Polymerase chain reaction) Reaccidn en cadena de la polimerasa.
PIVE: Produccidn in vitro de embriones.

RT: (room temperature) temperatura ambiente.

SFB: Suero fetal bovino.

SOC: Suero de oveja en celo.

SOF: Medio sintetico de oviducto.

TE: Trofoectodermo.
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Capitulo 1:

Introduccion.



Se ha producido un creciente interés en las técnicas de reproduccion asistida. Las
técnicas de reproduccién asistida son utilizadas para aumentar la capacidad
reproductora y la mejora genética de ovinos y caprinos. Mientras que sus
aplicaciones se han generalizado en bovino, en los pequefios rumiantes es casi
restringida a la inseminacidn artificial. No obstante, durante los ultimos 30 afios, se
han logrado importantes avances en las tecnologias de embriones ovinos y

caprinos.

La produccién in vitro de embriones (PIVE) es una tecnologia indispensable para el
estudio basico en la biologia y la fisiologia del desarrollo embrionario y para la
investigacion de las biotecnologias emergentes en las cuales se necesita la
utilizacién de un gran nimero de embriones en los experimentos (por ejemplo el
sexaje embrionario, inyeccion espermatica, transferencia nuclear y transgénesis).
Ademas la PIVE es de gran utilidad para la ayuda en la conservacién de especies y
razas en peligro de extincion. La posibilidad de tener descendencia utilizando la
reserva de oocitos de las hembras y de poder producir embriones mediante la
inyeccion de un espermatozoides (ICSI) incrementara de forma drastica la difusion
de las caracteristicas genéticas de los animales seleccionados y por lo tanto la

intensificacion de la mejora genética en los programas de seleccion.

La mayoria de laboratorios de investigacion en PIVE recuperan los oocitos a partir
de ovarios de matadero, ya que es un sistema que nos permite obtener embriones
a bajo coste. En el laboratorio mediante la simulacién de las caracteristicas in vivo
del desarrollo embrionario preimplantacional, los embriones se desarrollaron
hasta el estadio de blastocisto usando tres técnicas: la maduracién in vitro (MIV)
de oocitos recuperados de ovarios, seguidos por la fecundacion in vitro (FIV) de
oocitos madurados y a continuacidon el cultivo in vitro (CIV) de los oocitos
fecundados hasta la fase de blastocisto que pueden ser transferidos a hembras
receptoras o criopreservados para su futuro uso. Sin embargo, la PIVE todavia no
es muy eficiente debido a varios factores limitantes que afectan el resultado en

cada paso del proceso.

En nuestro laboratorio se realiza la JIVET (juvenile in vitro embryo technology), ya

que se utilizan ovarios de hembras prepuberes de 3 a 4 meses de edad en oveja y
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de 1 a 2 meses en cabras. Las ventajas de utilizar la JIVET son la obtencién de un
mayor numero de oocitos por ovario en hembras prepuberes respecto de las
adultas (Baldassarre et al. 2002), la reduccion del intervalo generacional, la
evaluacion de animales reproductores antes de llegar a la edad reproductora y una
mayor disponibilidad en el ambito comercial. Por el contrario, estos embriones son
considerados de mala calidad (comparandolos con embriones de hembras adultas)
porque los oocitos prepuberes tienen una menor competencia para el desarrollo

embrionario (revisado por Armstrong 2001).

El uso de estas técnicas para la obtencion de embriones in vitro de hembras
prepuberes ha generado la necesidad de evaluar la calidad embrionaria en el
estadio de blastocisto y poder seleccionarlos para su utilizaciéon posterior en la
investigacion de células madre embrionarias o conseguir buenos resultados en la

transferencia de embriones.

A la hora de determinar la calidad del blastocisto se pueden utilizar técnicas no
invasivas como la morfologia embrionaria (Van Soom et al. 2003), 1a cronologia del
desarrollo (Van Soom et al. 1997), la determinacion de las tasas de eclosion de los
blastocistos, tincion vital celular (Bredbacka et al. 1995), los test metabolicos
(Donnay et al. 1999; Leoni et al. 2008) y la criopreservacion (Rizos et al. 2002;
Kuwayama et al. 2005). También existen técnicas invasivas como la tinciéon de
Tunel, la tincion diferencial (Thouas et al. 2001), microscopia electrdnica (Plante y

King 1994) y analisis citogenético (Lonergan et al. 2004).

En el estadio de blastocisto se diferencian los dos linajes celulares principales: las
células externas que conformaran el trofoectodermo (TE) con un aspecto muy
similar a la células epiteliales, y las células agrupadas en un polo del embrién que
conformaran la masa celular interna (MCI). Las técnicas para determinar la calidad
del embrion ofrecen la posibilidad de analizar el nimero de células del blastocisto
y la distribucion de los dos linajes celulares. La calidad del blastocisto dependera
del ratio entre células de la MCI y células del TE. Por este motivo, en nuestro
laboratorio la evaluacion de los embriones se realiza mediante la tincién
diferencial y el recuento posterior del numero de células de cada tipo celular. Sin

embargo, esta tincion diferencia las células por su localizacion en el blastocisto y
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no por sus caracteristicas para diferenciarse en tipos celulares. Asi, las células de la
MCI se denominan pluripotentes porque de ellas se desarrollaran todos los tejidos
del nuevo organismo. Contrariamente, las células del TE no son pluripotentes, y

por tanto, su diferenciacion dara lugar a las células de los tejidos placentarios.

En este estudio utilizamos la inmunodeteccion de marcadores especificos de estos
dos tipos celulares (pluripotentes y multipotentes). La immunodeteccion
diferencial se basa en el reconocimiento de la proteina Nanog (inicialmente
descrita por Chambers et al. 2003 en raton) y Cdx2 (descrita por Beck et al. 1995
en ratdén) por anticuerpos que las reconocen especificamente. Estas proteinas

fueron detectadas en ratén en MCl y TE respectivamente. (Mallol et al. 2014)

Teniendo en cuenta la inmunodeteccion de la proteina Nanog y Cdx2 el objetivo
general de este estudio es evaluar la calidad embrionaria mediante un analisis mas
especifico de las células MCI y las del TE. Asi podremos analizar las diferencias
observadas entre embriones producidos mediante fecundacion in vitro y

activacion partenogenética en las especies ovino y caprino.
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Capitulo 2:

Revision Bibliografica.



La produccion in vitro de embriones (PIVE) es un gran avance dentro de la
producciéon animal en cualquier especie ganadera. Nos permite junto con la
criopreservacion de embriones la comercializaciéon en todo el mundo, con una
difusidn de razas con valor genético o en peligro de extincion, y libre de patégenos

(Paramio e Izquierdo 2014).

El primer nacimiento de un ternero tras la fecundacion in vitro (FIV) fue en 1982
por Brackett et al., Hanada et al. 1985 en caprino y en 1986 en ovino por Cheng et
al. La PIVE imita el desarrollo embrionario que se produce fisiologicamente en la
hembra desde antes de la ovulacion hasta la implantacion del embrion en el atero.
La PIVE tiene diferentes fases donde es fundamental seleccionar oocitos mediante
su morfologia y el semen mediante gradiente o swim up. Esta metodologia
comienza con la maduracién in vitro (MIV) que consiste en madurar los oocitos
recuperados directamente de los foliculos del ovario, la segunda fase es la FIV y
por ultimo, el cultivo in vitro (CIV). Es una técnica que nos permite la produccion
de embriones de hembras no fértiles (prepuberes, en gestacion, en periodo de

lactancia, muertas o sacrificadas).

En este estudio, se realiza la activacion partenogenética (AP) para poder obtener
un modelo in vitro con que poder comparar la FIV. Este proceso consiste en el
desarrollo de un oocito sin la presencia del gameto masculino, una accién que no
es fisiolégica en mamiferos. Los embriones partenogenéticos se utilizan como
modelo para la investigacién y sin preocupaciones éticas sobre la destruccion de
embriones viables, ya que su viabilidad es limitada debido a la falta de impronta
masculina, lo que conduce a la muerte embrionaria (revisado por Paffoni et al
2008). En condiciones fisiologicas, el oocito maduro se libera de la metafase II
cuando la cabeza del espermatozoide entra en la zona pelicida y desencadena
oscilaciones de calcio intracelular. Con el proceso de activacion partenogenética,
imitamos este mecanismo con productos quimicos, como la ionomicina. Ademas
utilizamos el 6-DMAP para evitar la exclusiéon del segundo corptsculo polar y asi el
ooocito sigue su desarrollo como un cigoto 2n (con todo el material genético

necesario).
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En nuestro laboratorio trabajamos con una técnica llamada JIVET (juvenile in vitro
embryo transfer), y consiste en la produccion de embriones in vitro a partir de
oocitos de hembras prepuberes con el objetivo de acortar los intervalos
generacionales y por tanto aumentar la ganancia genética (Morton et al. 2008). Los
animales con los que trabajamos tienen aproximadamente de 1 a 2 meses de edad

en caprino y de 3 a 4 meses en ovino.

2.1. Desarrollo embrionario preimplantacional.

En los mamiferos, la vida de un organismo multicelular comienza con la unién de
los gametos masculino y femenino. Después de la fecundacion del oocito y tras una
serie de cambios internos, se forman los dos pronucleos, quienes daran comienzo a
la primera division celular. Se conoce como desarrollo embrionario
preimplantacional, a las siguientes divisiones embrionarias hasta el estadio de

blastocisto eclosionado el cual se implantara en el ttero.

En el periodo de desarrollo embrionario preimplantacional se diferencian tres
transiciones principales (revisado por Wang y K. Dey 2006) con células con
distintos potenciales para el desarrollo en cada una de ellas. La activacion del
genoma embrionario, la polarizacion y compactacion celular; y por ultimo la

diferenciacion celular donde se formara el blastocisto.
2.1.1. Activacion del genoma embrionario.

Desde el estadio de cigoto hasta la activacién del genoma embrionario, el cigoto es
el encargado de controlar la expresion génica y la embriogénesis por otros
meétodos. En estas etapas tempranas del desarrollo embrionario, existe un sistema
de emergencia que implica la utilizacién de material almacenado en el citoplasma
del oocito. Por tanto, esta informacién genética de origen materno que esta
contenida en forma de RNAm y proteinas, es la responsable del control de la

embriogénesis en ratén (revisado por Zernicka-Goetz et al. 2009) (Fig. 1).

Dichas proteinas tienen una vida media y se van degradando asi como el RNAm,
que, una vez traducido a proteina se degrada. Estos transcritos maternales se iran

eliminando progresivamente a medida que aparece la expresion del genoma
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embrionario. Aqui es donde tiene lugar la transicién materno-cigotica (Schier

2007).

2 células 4 células 8 células 16 células Mérula Blastocisto joven Blastocisto
expandido

‘/ \ Cavitacién del
Compactacién de } \ blastocisto

T~ lamérula TTT——

Degradacion del mRNA T |
materno ~_ :

Figura 1 | Desarrollo embrionario preimplantacional en embriones de pequefios rumiantes.

La activacion del genoma embrionario tiene diferentes inicios segtin la especie. En
pequefios rumiantes y otras especies como equinos y bovinos tiene lugar entre los
estadios de 8 y 16 células, en el cuarto ciclo celular (Hyttel et al. 2010). En el caso
del ratén el genoma embrionario se activa en el primer ciclo celular o 2 células, y
en cerdos en 4 células o en el tercer ciclo celular (Hamatani et al. 2004). Esta
actividad se corresponde con el hecho de que los embriones in vitro, a menudo, se
bloquean en el estadio de dos células (en ratén) porque no son capaces de activar
el genoma. La expresion génica tan temprana, es caracteristica de los mamiferos y

es necesaria para la complejidad del desarrollo embrionario inicial.
2.1.2. Polarizacién y compactacion celular.

En la segunda transicion se establece la polaridad celular y la compactacion para
formar el estadio de morula. Las olas de expresion génica son importantes para
controlar una serie de decisiones, las cuales daran lugar mas adelante a la
aparicion de la masa celular interna (MCI) y el trofoectodermo (TE). Esto depende
de las divisiones simétricas y asimétricas que padecen las células internas en el

estadio de morula (revisado por Zernicka-Goetz et al. 2009).
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Después de la activaciébn del genoma embrionario empieza un fenémeno
importantisimo en la formacidon del embrion. Es necesario que se aplanen los
blastdmeros y se unan firmemente entre si mediante uniones estrechas. Estas
uniones se deben a la expresiéon de E-cadherina, molécula responsable de la
formacion del estadio de morula, y por tanto, del mecanismo de compactacion (Fig.

2).

En rumiantes, la compactacion celular se da entre los estadios de 16-32 células.
Cada vez se hace mas dificil observar las divisiones celulares entre los blastomeros
periféricos, ya que desarrollan unas uniones de membrana estrechas y oclusivas
entre ellas (tight junctions). En otras especies como en ratdn y porcino, esto ocurre
en el estadio de 8 células. En este punto, el embridon es una masa compacta de
células indiferenciadas y presenta una morfologia muy caracteristica: una
monocapa de células epiteliales externas e internas. Estas altimas presentan otro

tipo de uniones entre ellas que permiten la comunicacion: gap junctions.

Como consecuencia inmediata de la compactacion se da la polarizacion o
determinacion de los blastdémeros (Fig.2), produciendo una diferenciacién celular
(Johnson et al. 2004). La conformacion espacial de las células determinaran en
estadios posteriores la produccion de dos grupos celulares con fines distintos, las

mas externas daran lugar al TE y las internas a la MCI.

symmetric

oo ST
() \)/\ Y T
eE .. \

_ = _ \ 3 & 4 N 4 N - 4

MClI

Trophectoderm (TE) Epiblast (Epi) Primitive Endoderm (EPr)

Figura 2 | Compactacion y polarizacion celular en el desarrollo embrionario preimplantacional. La
MCI después de la implantacién se diferencia en dos tipos celulares: epiblasto e hipoblasto (en ratén
conocido como endodermo primitivo. Project Epiblast/Primitive Endoderm specification and differentiation
during early mouse development, PI: Michel Cohen-Tannoudji. www.research.pasteur.fr
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En este trabajo hemos analizado el potencial de los blastomeros a generar
diferentes tipos celulares. Esto se conoce como la capacidad de una célula de ser
totipotente, pluripotente o multipotente. Durante las primeras etapas del
desarrollo embrionario hasta el estadio de morula en pequefios rumiantes, todas
las células son totipotentes, lo que significa que todas las células tienen el mismo
potencial de desarrollo o capacidad de contribuir en la formaciéon de todos los
linajes embrionarios y extraembrionarios. Pero a medida que el embrién avanza en
su desarrollo, sus células van perdiendo esa capacidad totipotente. Durante el
estadio de mdrula las células internas se convierten en pluripotentes, es decir, solo
pueden contribuir a la formacion del feto propiamente dicho pero no a las células

formadoras de las futuras capas extraembrionarias.

2. 1. 3. Diferenciacion celular.

La altima transicion es donde se forma el estadio de blastocisto con la consecuente
diferenciacion total de los dos linajes celulares. Es donde observamos la transicion

de las células totipotentes a pluripotentes.

Independientemente de la polarizacion, existe otro mecanismo que también
participa en esta determinacion. En el estadio de morula, empieza la expresion y/o

restriccion de ciertos genes que ayudan a diferenciar el TE e MCI.

Dos pasos consecutivos de diferenciacion conducen a la formacién del blastocisto,
y la formacion del TE y de la MCI (Ralston y Rossant 2005). Como indica su
nombre, la MCI se posiciona en el interior del blastocisto y sus células retienen la
pluripotencia. Por el contrario, las células externas se desarrollan a TE y pasan de

ser pluripotentes a multipotentes (Fig. 3)
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Figura 3 | Genes cruciales para la segregacion de los linajes celulares. Existen dos
segregaciones importantes en el desarrollo embrionario que dara lugar a los tres linajes celulares:
TE, epiblasto e hipoblasto. . Czechanski et al. 2014.

2.1. 3. 1. Primera segregacion.

Esta es la primera decisién que toma el embrion para el destino de sus células y da
lugar a la aparicion de dos linajes celulares. Las células no polarizadas formaran la
MCI, y estas constituiran el embrion propiamente dicho. Tienen la posicion interna
y no estan diferenciadas, por tanto, son las células pluripotentes que hablabamos
anteriormente (revisado por Zernicka-Goetz et al. 2009). El TE, formara las
membranas accesorias (nutritivas y protectoras) que rodean al embrién. Son las
células de la capa externa y son polarizadas con una parecido enorme a las células
epiteliales y de hecho, formaran el primer epitelio que separara el embrién de lo

dema3s, son las denominadas membranas extraembrionarias.

Johnson et al. 2004; Rossant 2004 identificaron varios genes que son cruciales
para la segregacion de células para la futura formacion de la MCl y el TE. También
implica la expresion de genes que codifican factores de transcripcion, como Oct4,

Cdx2 y Nanog (Fig. 3).

¢ Factores de transcripcion.

Es en el estadio de morula tardia se expresan los genes Oct4 (factor de
transcripcion de pluripotencia) para dar la MCI, y Cdx2 (factor de transcripcion de

diferenciacion), para dar el TE.

Han sido identificados varios genes que promueven el destino de las células que
forman el TE (Strumpf et al. 2005). Uno de estos genes se transcribe en la proteina

Cdx2, la cual es crucial para la segregacion del MCI y TE en el estadio de
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blastocisto, aunque se sugiere que Cdx2 es el primer inductor del TE en el estadio

de moérula tardia.

Cdx2 invalida la expresidn de Oct4 en el TE y esto sugiere la inhibicién mutua entre
Cdx2 y Oct4, ya que Oct4 inhibe a Cdx2 en la MCI. Ambos son descritos en los
nucleos de los blastdmeros en embriones de 8 células en raton (Niwa et al. 2005;
Ralston et al. 2005). Con ausencia de Oct4 (Nichols et al. 1998) y/o Cdx2
(Chawengsaksophak et al. 1997), el embriéon muere antes de la implantacién ya

que no se formaria la MCI ni el TE.

Hay algunas especies como el conejo y el bovino donde las proteinas Oct4 y Cdx2
se encuentran simultdneamente en las células del TE, y este hecho indica que estas
dos proteinas no necesariamente se reprimen entre si, como ocurre en los

embriones de raton (Niwa et al. 2005).

El factor de transcripcion Oct4 (o POU5Sf1) (Niwa et al. 2000) se expresa en todo el
embrion temprano hasta la fase de blastocisto y su expresidn se restringe a la MCI
en raton (Palmieri et al. 1994). La expresion de Oct4 en embriones de bovino y
porcino no esta limitada a la MCI (van Eijk et al. 1999; Kirchhof et al. 2000), esto
sugiere que los mecanismos para la segregacion de los linajes tempranos son

diferentes entre especies (Kuijk et al. 2008).

Oct4 es un factor de pluripotencia, pero se ha descrito su incapacidad de mantener
las células madre pluripotentes en ausencia del factor inhibidor de leucemia (LIF).
Esto indica que hay otros factores de pluripotencia necesarios, como podria ser el

Nanog.

El factor de transcripcion Nanog fue descubierto en 2003 en embriones de ratén
por Chambers et al. Es una proteina homeodominio divergente que se expresa
exclusivamente en la MCI de blastocistos, en las células madre embrionarias (ESCs)
y en las células germinales embrionarias (EGCs) en ratén y humano (Hart et al
2004). Esta presente en varias lineas celulares pluripotentes en humano y ratén, y

ausente en células somaticas.

Chambers et al. (2003) no encontr6 expresion de Nanog en embriones de ratén

durante los estadios embrionarios iniciales en la segmentacion, la primera sefial de
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mRNA Nanog es en la mérula compacta. En los embriones preimplantacionales, su
expresion se restringe a las células fundadoras de las células madre embrionarias
(MCI) y no existe en el TE. La expresion temprana de Nanog estd regulada
negativamente durante la diferenciacion de las células madre embrionarias,
consiste en una asociacion intima con la identidad de células madre pluripotentes
(Chambers et al. 2003). Baja la expresiéon de Nanog en las células P19, que
provienen y postulan parecerse a las células del estadio de blastocisto expandido

(Chambers et al 2003).

Los transcritos de Nanog aparecen como una onda temporal con niveles maximos
entre la moérula tardia y el blastocisto intermedio, con disminucién de expresion
antes de la implantacién de raton (Chambers et al. 2003). El RNAm Nanog, ademas,
estd presente en las células germinales primordiales en la cresta gonadal de
embriones de E 11.5 en ratén. Las mismas células que pueden ser reprogramadas

para ser células germinales embrionarias (Resnick et al. 1992).

A Time }
Number
of cells 1 10-20 30-40 50-70 >100
Morphology
08 o 00100 0,
B Qo \e.® |oge 0 02 30%9 o6\ 2
[ N oO 0°/0 o O . o ® =
Gene expression P .02. o ° o. oo~ © > ‘é) s 5
© o (=]
00 .ooO o o % o 00 >~ 0o
O.@ O.@ OOOO Q oe
o\2
Key
D Trophectoderm . Epiblast o Cdx2 e Oct4 e Gata4 e Fgfr2
[ Primitive endoderm ICM oNanog ©Sox2 eGata6 eFgf4

Figura 4 | Etapas y actividad molecular asociados al desarrollo embrionario temprano en
raton. (A) Se indican el ndmero de células aproximadas en cada etapa. Las primeras diferencias
entre los blastémeros se observan entre los estadios de 8 a 16 células. Las células situadas en el
exterior (rosa) son las implicadas en la formacidn del TE, mientras que las células internas (azul
claro) formaran la MCI. (B) Expresion de genes relacionados con la segregacidon de los linajes
celulares durante las primeras etapas del desarrollo embrionario. Martinez-Arias et al. 2013.

La expresion de Oct4 en mamiferos, segiin Pesce y Scholer (2001), tiene efecto

sobre los oocitos, embriones iniciales y blastocistos eclosionados, es decir, tanto
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antes como después de la ventana de donde derivan las células madre. Aunque los
factores de transcripcion Oct4 y Nanog se co-expresan, aparecen en vias paralelas,
ya que la pérdida de Nanog no afecta a la expresion de Oct4 en el blastocisto en

raton, ni al contrario (Chambers et al. 2004).

Figura 5 | Esquema de factores de
transcripcion en células madre
embrionarias. Chambers et al. 2003.
Oct4 y Nanog son esenciales para la
identidad de las células madre
embrionarias, mientras que Stat3 tiene
una funcién accesoria.

Trophectoderm Primitive Endoderm
ES Cell Germ Layers

Fue inducida inicialmente la capacidad de pluripotencia a fibroblastos de bovinos
adultos (Sumer et al. 2014), a través de la expresion ectopica de Oct4. Estos no son
suficientes para inducir la pluripotencia a estos fibroblastos. Afnadir el factor de
transcripcion Nanog fue la clave para la regulacion de la pluripotencia y la
induccidén estable de los fibroblastos de bovinos adultos. Es esencial para generar
clones de células madre pluripotentes inducidas mas estables en bovino, obtenidas

tanto en in vitro como in vivo.

El desarrollo embrionario preimplantacional en mamiferos muestra notables
diferencias entre las especies. Posiblemente influye el mecanismo de segregacion
del TE, y la formacién de las células pluripotentes. Estudios realizados en bovino y
porcino (Kuijk et al 2008) no detectaron la proteina Nanog mediante
inmunofluorescencia en blastocistos de cerdo. Este hecho sugiere que Nanog no
tienen un papel importante en embriones de porcino en este momento del
desarrollo (Kumar et al. 2007). Tampoco hay sefial en morulas y blastocistos

producidos in vivo.

Por otro lado, Kuijk et al. (2008) observo que Nanog en embriones de bovino

tiene una distribucion heterogénea en la MCI de blastocistos y se asemeja a los
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embriones de raton (Chazaud et al. 2006). Sugiere una funcién conservadora de
este gen entre especies. Se vio que algunas células de la MCI de embriones in vitro
de bovino, tenian expresion de proteina Nanog, pero otras células eran negativas
(Kuijk et al. 2008). Esto nos sugiere un papel de Nanog diferente que en los
embriones de porcino, ya que indica que hay células de la MCI con expresion de

Nanog que seran el futuro epiblasto y las que no tienen sefial seran el hipoblasto.

Analizando la expresion de la proteina Nanog en cabras adultas (He et al. 2006) se
hallé una expresion distinta de otras especies. Se ha descrito sefal de la proteina
Nanog en los nucleos de embriones de 8-16 células producidos in vivo. En las
células de la MCI de mérulas y blastocistos, aparece localizada en los nucleos
principalmente, su patron de tincion esta localizado en nucleoplasma y nucléolo de
las células de la MCI. En blastocistos jovenes los niveles de Nanog en las células de
TE son atenuados en el nucleoplasma, hasta ser desplazados completamente a una
sefial en nucléolo en blastocistos expandidos. Asi finalmente en TE tenemos sefial
en nucléolo Unicamente, a diferencia del marcaje en ratén (que actiia como
modelo), donde la proteina Nanog solo se encuentra en las células de la MCI y la

localizacion nucleolar no ha sido descrita (Hatano et al. 2005).

En estudios posteriores con embriones de cabra Xiao-li et al. (2015) se observod
que hay un periodo de bloqueo de la proteina Nanog hasta el estadio de 8 células
donde incrementa gradualmente hasta llegar a la formacién de morula y
blastocisto en embriones in vivo e in vitro, y mientras tanto, los niveles de
expresion en embriones in vivo (fecundados) es mayor que en embriones in vitro
(partenogenéticos). Describe el patron de expresion de Nanog también en
embriones de cabras in vivo producidos mediante fecundacion in vitro comparando
con embriones partenogenéticos producidos in vitro (Xiao-li et al. 2015). En los
embriones in vivo, la inmunofluorescencia en un inicio fue localizada
principalmente en el citoplasma de embriones de 2 células, disminuyendo en 4
células, y fue localizada en el nucleo de cada blastémero en embriones de 8 células
y morulas. A partir de entonces se detecta en cada blastomero del estadio de
blastocisto en citoplasma y nucleo. Este patron de expresion es similar al descrito

anteriormente con embriones de cabras (He et al. 2006).
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En embriones partenogenéticos, la inmunofluoescencia se detecta en todas las
etapas del desarrollo embrionario preimplantacional, desde 2 células hasta el
estadio de blastocisto de cabras (Xiao-li et al 2015). En los embriones
desarrollados hasta mérulas, la expresion de Nanog se limita a los nucleos de cada
blastémero, en comparacion con la expresion de embriones de 2 células a 6 células
que se sitia difusamente en citoplasma. Tanto en embriones producidos in vivo
como in vitro, Nanog se detecta en las células de la MCI como en las del TE.
Resultados similares a los conseguidos anteriormente en bovino (Keefer et al

2007).

Recientemente varios grupos de investigacion han demostrado que el desarrollo
embrionario y la pluripotencia muestran diferentes regulaciones debido a los
genes de origen materno o del propio cigoto. El establecimiento de la totipotencia
no se ve afectada por la eliminaciéon del Oct4 materno utilizando un enfoque
genético, tanto Oct4 como la proteina Nanog tienen expresion en MCI (Wu et al

2013).

Estudios previos describen diferentes parametros que se han utilizado para
evaluar la calidad embrionaria y su desarrollo. Por ejemplo, la morfologia
embrionaria, la cronologia del desarrollo, la determinacion de las tasas de eclosion
de la zona pelucida, la presencia de la MCI, el nimero total de células en
blastocistos, etc. También, la comparacién de la expresion génica entre embriones
producidos in vivo e in vitro puede ofrecer mucha informacién acerca de la
competencia y calidad embrionaria (Purpera et al. 2009). Ademas, en nuestro
laboratorio analizamos la calidad embrionaria mediante la prueba de
criotolerancia de blastocistos (revisado por Rizos et al. 2008; Kuwayama et al
2005; Leoni et al. 2008), que es un método no invasivo, aunque provoca multiples
danos celulares osmoéticos, oxidativos o lesiones debidas a la formacion de cristales

de hielo.

Por otro lado, el mejor criterio para evaluar la calidad de embriones
partenogenéticos es la capacidad que tienen para someterse al desarrollo

preimplantacional y postimplantacional. Actualmente, también se utilizan las
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técnicas de analisis de expresion de RNAm para observar las diferencias entre los

embriones fecundados y los partenogenéticos (Naturil-Alfonso et al. 2011).

Nuestro equipo, utiliza la tincién diferencial (Thouas et al. 2001) para evaluar
estas diferencias, sirve para ubicar en posicidon la MCI y el TE en el estadio de
blastocisto. En este estudio utilizaremos la deteccion por inmunofluorescencia de
algunos marcadores especificos, asi podremos distinguir los diferentes tipos
celulares durante todos los estadios del desarrollo preimplantacional. Nos
interesan diferenciar aquellas células pluripotentes de las que ya han perdido esta
capacidad que son las multipotentes que forman el TE, y mas concretamente en el

estadio de blastocisto, hacer un recuento celular de la MCI (pluripotentes).

En la comparacién de modelos de embriones bovinos producidos por fecundacion
in vitro y partenogenéticos (Gomez et al. 2009). Se observo una reduccion
significativa en los recuentos celulares del TE de los embriones partenogenéticos,
pero una proporcion similar de células de la MCI asi como una relaciéon de
MCI/células totales parecida entre embriones fecundados in vitro y
partenogenéticos. También se analizaron por métodos de RT-PCR en los grupos de
blastocistos expandidos de dia 8, y se vio que los embriones partenogenéticos

tenian una disminucién en los genes Oct3/4 a diferencia de los fecundados in vitro.

Ya hemos visto que se pueden esperar diferencias en el analisis de genes y
expresion de las proteinas entre los embriones fecundados in vitro y los
partenogenéticos, pero esto depende de la especie y el marcador elegido para la

evaluacion.

En resumen, con este trabajo se pretende optimizar los protocolos de
inmunodeteccidon para poder evaluar los patrones de expresion de las proteinas
Nanog y Cdx2 en embriones preimplantacionales obtenidos mediante fecundacion
in vitro y activacion partenogenética de hembras prepuberes de ovino y caprino. La
finalidad es evaluar el mejor marcador que nos permita diferenciar entre las
células pluripotentes y las multipotentes, que son las del TE, y por ultimo, utilizar
el recuento de células para comparar entre los embriones obtenidos mediante

fecundacion in vitro y partenogenéticos.
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Capitulo 3:

OBJETIVOS.



OBJETIVOS.

1. La optimizacion del protocolo de inmunodeteccion de proteinas especificas
(Nanog) en embriones preimplantacionales de 2 a 8 células, moérulas y
blastocistos producidos in vitro por fecundacion in vitro (FIV) y activaciéon

partenogenética (AP) en ovino y caprino.

2. Estudiar en embriones preimplantacionales de 2 a 8 células, morulas y

blastocistos, el momento y localizacion de la sefial de la proteina Nanog.

3. Comparar el nuimero de células con expresion de la proteina Nanog entre
los distintos tipos embrionarios de ovino y caprino producidos mediante

FIV y partenogénesis.
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Capitulo 4:

Material y Métodos.



4.1. Produccion in vitro de embriones:

4.1.1. Recogida y seleccion de oocitos

En nuestro caso, los oocitos provienen de ovarios de hembras prepuberes
(aproximadamente de 3-4 meses de edad en ovejas y 1-2 meses en cabra)

sacrificadas en matadero.

Los ovarios se recogen de un matadero comercial de la zona en un tiempo maximo
de una hora, en medios de PBS (Phosphate Buffered Saline, Sigma P4417) + 50
pg/mL de sulfato de gentamicina (G3632) a una temperatura de 37-382C. Una vez
en el laboratorio se hacen tres lavados con solucion de PBS limpia a 372C y se

mantienen en la estufa a 372C hasta su uso.

El método utilizados para la extraccion de oocitos es el slicing (Martino et al.
1994). Para la realizacion de esta técnica, los ovarios se colocan en placas de
cultivo con medio TCM 199, con Hepes (M2520) suplementado con 2,2 g/L de
bicarbonato y 20,5 mg/L de gentamicina (osmalaridad 280-300 mOsm).

Seleccionamos los complejo cimulus-oocito (COCs) que sigan las siguientes
caracteristicas: dos o mas capas completas de células del cimulus no expandidas,

diametro oocitario grande y citoplasma homogéneo.

Fig. 6 | Ovarios de hembra caprina prepuber, técnica de slicing y COCs seleccionado. (A) ovarios sin
foliculos dominantes. (B) técnica de slicing para obtener oocitos. (C) COCs seleccionados para la
maduracién y fecundacidn in vitro.
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4.1.2. Maduracion in vitro.

Se procede al lavado de los COCs seleccionados por tres veces. Después se colocan
en una placa de cultivo con medio TCM 199 (M4530) suplementado con 275 pl/ml
de piruvato de sodio, 146 pl/ml de L-glutamina, 50 pul/ml de Gentamicina, 10 %
(v/v) de Suero Fetal Bovino (SFB, Life Technologies), 10 pl/ml de o- LH, 10 pl/ml
de o-FSH, 1 pl/ml de B-estradiol y 7,7 ul/ml de Cistiamina.

La maduracién de los oocitos se hace en placas de cultivo embrio-testadas,
dispuestos en tres gotas de 100 pl, en grupos de 30-35 COCs en cada gota de medio
MIV cubierto con aceite mineral e incubados 24 horas a 38,52C en una atmosfera

del 5% de CO2 en aire y maxima humedad.

Las placas de maduracién deben prepararse con una minimo de tres horas de

antelacion para que se calibre el medio MIV con los gases del incubador.

4.1.3. Capacitacion de los espermatozoides y Fecundacion in vitro.

Después de las 24 horas de maduracion, los oocitos son fecundados con semen
fresco recolectado mediante vagina artificial de dos machos de la raza Lacaune de
fertilidad probada. En el caso de cabra utilizamos tres machos de la raza Murciano-
Granadina de fertilidad probada. Es transportada al laboratorio a 35-372C en un

tiempo de 1- 1:30 horas.

En ovino para seleccionar la fraccion mas movil de espermatozoides se utiliza
Ovypure density gradient (nidacon EVB S.L., Barcelona, Espana). Se deposita 2 ml
de Bottom layer (80%), después otros 2 ml de Top layer (40%) y en la superficie
200-400 ml del pool de semen. Centrifugamos 25 minutos a 300 rpm y eliminamos

el sobrenadante, para quedarnos con el semen de la base del tubo.

En caprino utilizamos el método swim-up (Parrish et al. 1986) para seleccionar la
fraccion mas movil de espermatozoides. Depositamos 90 pl de semen en el fondo
de los tres tubos que contienen 2 ml de medio definitivo mDM (Brackett et al
1975, modificado por Younis et al. 1991). Se hace la incubacién de una hora a
38’52C en una atmosfera de 5% de COz en aire y maxima humidad. Después se

recupera la parte superior del sobrenadante de cada uno de los tubos (que
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contiene los espermatozoides mas moviles), se depositan en un tubo estéril de 15
ml y se centrifuga a 1000 rpm durante 3 minutos. Para inducir la capacitacion de
los espermatozoides se resuspende el pellet obtenido después de la centrifugacion
en proporcion 1:1 (v/v) en medio mDM suplementado con heparina a una
concentracion final de 50 pg/ml (heparina sédica, H3149-100KU) y se incuba 45

minutos con las condiciones descritas anteriormente.

Cuando ya tenemos el semen seleccionado en ovino, fecundamos los oocitos con

una concentracién final de 1 x 10° espermatozoides/ml. Colocamos los oocitos ya
madurados, parcialmente denudados mediante pipeteo, en una placa de cultivo
dispuestos en grupos de 15 oocitos maximo por gota de 100 pl de medio SOF
(fluido oviductal sintético) (Holm et al. 1999), con un 10% o 20% de SOC (suero de
oveja en celo) para capacitar el semen. Incubamos durante 17-20 horas a 38,52C,

en una atmosfera de 5% de COz y 5% de Oz, y maxima humedad.

En el caso de caprino, una vez tenemos el semen seleccionado, fecundamos los

oocitos con una concentracidn final de y 4 x 10° espermatozoides/ml. Colocamos
los oocitos ya madurados, parcialmente denudados, en una placa de cultivo
dispuesto en grupos de 15 oocitos maximo por gota de 100 pl de medio TALP
(medio Tyrode’s modificado, Parrish et al. 1986), suplementado con 1 ug/ml de
hipotaurina (H-1384) y 0’3 mg/ml de glutation (G-1986). Incubamos durante 17-

20 horas a 38’52C en una atmosfera de 5% de COz en aire y humedad maxima.

4.1.4. Activacion partenogenética.

Los oocitos madurados son denudados completamente mediantes un suave
pipeteo. Son activados en medio PBS con 10% de SFB y 2% de antibiotico en una
placa de cuatro pocillos. Se deja un grupo de 10-20 oocitos en el mPBS durante
unos minutos para que se habitte, después lo pasamos al siguiente pocillo donde
hemos afiadido 1 pl de Ionomicina por cada 1ml de mPBS, durante 4 minutos.
Después de esto, comienza la activacion de los oocitos. Los pasamos por dos
lavados de mPBS antes de incubarlos durante 3-3.30h en gotas de 100 pl,
suplementado con 1 pl de 6-DMAP por cada 100 pl de TCM 199, con 10% de SFB y

2% de antibiotico.
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Después de la AP, los presuntos cigotos son cultivados in vitro durante 8 dias con
medio SOF, en una atmosfera de 5% de CO2, 5% de 02 y 90% de N2, 5 38'5°C y

maxima humedad.

4.1.5. Cultivo de embriones in vitro.

A las 17-20 horas postfecundacion los presuntos cigotos son denudados
completamente mediante un suave pipeteo. Se realizan tres lavados para poder
desprenderlos de los espermatozoides. Se trasladan a las placas de cultivo con
medio SOF (Tervit et al,. 1972; modificado por Takahashi et al., 1992), dispuesto en
grupos de 10 cigotos maximo en microgotas de 10 pl (1 oocito/ul SOF), cubiertas

de aceite mineral.

Se dejan durante 8 dias en una atmosfera de 5% de COy, 5% de O, y 90% de Ny, 5
38’59C y maxima humedad. A las 48 horas postinseminacion (24 h postcultivo), se

evalua la tasa de division de los embriones. Al quinto dia postcultivo, se cambian
los embriones a una placa con nuevo medio SOF para renovar los nutrientes.
Finalmente, finalizados los 8 dias de cultivo se hace un recuento del nimero de

blastocistos ( y moérulas) presentes en cada grupo.

4.2. Analisis Inmunocitoquimico de las proteinas Nanog y CDX2:

Preparamos tanto los embriones FIV como los AP, y en los diferentes estadios del
desarrollo preimplantacional: 2 a 4 células, moérulas y blastocistos para la

inmunodeteccidn posterior.

Los embriones son fijados con paraformaldehido al 4% (v/v) (PFA) durante 10-15
minutos a temperatura ambiente, seguidamente se permeabilizan con 0,1% (v/v)
de Triton X-100 en PBS mas 0,2% de azida sddica durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Después podemos dejarlos hasta realizar la tincién en
solucidn stock, preparada con 0,01% (v/v) de Tween 20 y 0,2% de azida sodica en
PBS. Los embriones pueden permanecer en esta solucion stock hasta 3 meses sin
perder su integridad. Utilizamos placas de cuatro pocillos para realizar los pasos
descritos anteriormente, haciendo grupos de 15 embriones maximo en cada

solucion.
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Para empezar la inmunodeteccion propiamente dicha, los embriones se bloquean 2
horas a temperatura ambiente con camara humeda en la placa. La solucién de
bloqueo es PBS suplementado con 1% (wt/vol) de BSA (bovine serum albumin),
0,05% (v/v) de Tween 20 y 0,2 % de azida sddica. Después se procede a la tincion

simultanea de todas las muestras para reducir la variabilidad experimental.

Para detectar la proteina Nanog primeramente incubamos los embriones con una
dilucion de 1:400 en ovejas y 1:600 en cabras de anticuerpo primario rabbit anti-
Human Nanog (cat. No. 500-P236, Prepotech, Rocky Hill, N]J) durante toda la noche
a 42C. Después incubamos los embriones en goat anti-Rabbit Alexa Fluor 594 como
anticuerpo secundario (Molecular Probes, Life Technologies, Alcobendas, Espafia),

durante 30 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente.

En el caso de la dobles inmunodetecciéon de Cdx2 y Nanog en blastocistos.
Incubamos antes con Cdx2 durante toda la noche con camara humeda en dilucion
1:100 con mouse monoclonal anti-Cdx2 como anticuerpo primario (BioGenex,
Fremont, CA, USA). El siguiente paso es la incubacioén con el anticuerpo secundario
durante 3 - 5 horas en RT con chicken anti-Mouse Alex Fluor 488 (Molecular

Probes, Life Technologies, Alcobendas, Espafia).

En todos los embriones tefiimos el DNA con 0,25 % Hoechst 33258 (Invitrogen)
antes de montar las muestras en el portaobjetos en una microgota de Vectashield

(Vector Laboratories, Peterborough, UK) después los cubrimos con cubreobjetos.

Todas las muestras fueron examinadas con microscopio de epifluorescencia
Olympus Bx41 (Olympus, Hospitalet del Llobregat, Espafia) equipado con los
filtros especificos, y las imagenes correspondientes a los embriones se capturaron

mediante el sistema de captura y procesamiento de imagenes Genus.

Para cada anticuerpo, las imagenes fueron adquiridas con los mismos tempos de
exposicion y valores para todos los embriones y se analizaron son el software
Image] para el recuento de células y cuantificacion de la fluorescencia. El recuento
del total del células se hace con la tincion de Hoechst (filtro DAPI) y el recuento de

células con expresion Nanog con la tincidn de la proteina Nanog (filtro Texas Red).
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4.2.1 Localizacion e Intensidad de la expresion de la proteina Nanog.

En la inmunocitoquimica de la proteina Nanog podemos observar que existen
diferentes intensidades y localizaciones en los embriones producidos por FIV y AP

en los distintos estadios tanto de oveja como de caprino.

La primera diferenciacion de la localizaciéon que puede observarse en las células
embrionarias es en nucleo y citoplasma. Normalmente la sefial en nucleo se

distingue mas intensa que en citoplasma como podemos observar en la Fig. 7.

Existe una sefial mas especifica de la proteina Nanog dentro de los nucleos de los
blastémeros. Esta expresion se distingue por una sefial mas intensa en los nucleos

y mas débil en el nucleoplasma (Fig. 8).

Otra diferencia en la expresion de la proteina Nanog que podemos observar
indistintamente en los embriones de ovino y caprino es la intensidad de la sefial.

Podemos distinguir como hay nucleos con mas intensidad que otros (Fig. 9).

Fig. 7 | Localizacion de la
expresion de la proteina
Nanog. (A) Observamos
sefial nuclear en uno de los
blastébmeros. (B) Existe
seflal citoplasmatica de la
proteina Nanog.
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Fig. 8 | Localizacion nuclear: nucléolo y
nucleoplasma. (A) Se observa una sefal
mas intensa en los nucléolos de los dos
blastémeros centrales del embriones de 4
células.

A
A
A B
'

Merge hNANOG

Fig. 9 | Intensidad se la expresion de la proteina Nanog. (A) Observamos la imagen de Merge de un
blastocisto como hay ntcleos de algunos blastomeros con sefial mas intensa (circulo blanco) comparado con
las demdas células. (B) Observamos la misma imagen de la tincién de Nanog con los ntcleos de algunos
blastémeros mads intensos en su sefial.
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Capitulo 5:

Resultados.



5.1. Produccion de embriones in vitro.

5.1.1. Produccion de embriones ovinos

Un total de 1869 oocitos fueron puestos a madurar. De estos, se utilizaron 1723
oocitos para la valoracion de la maduracién nuclear (MII); para la FIV se utilizaron
640 oocitos para la FIV (en 12 repeticiones) y en la AP se utilizaron 1083 oocitos
(en 15 repeticiones) (Tabla 1). Estos tratamientos estan descritos en la seccion de

Material y Métodos.

Del total de embriones fecundados, 134 fueron usados para la valoracion de
pronucleos con la tincidn de orceina. Asi que se cultivaron in vitro 506 embriones

en FIV.

Del total de embriones cultivados (en CIV) utilizamos 35 en los estadios de 2 a 8
células para la inmunodeteccion de la proteina Nanog para FIV y 40 embriones de

2 a 16 células para AP.
5.1.2. Producciéon de embriones caprinos

Un total de 279 oocitos fueron puestos a madurar. De estos, se utilizaron 271
oocitos para la valoracion de la maduracién nuclear (MII); para la FIV se utilizaron
205 oocitos (en 2 repeticiones) y la AP se utilizaron 66 oocitos (en 1 repeticion)
(Tabla 1). Estos tratamientos estan descritos en la seccion de Material y Métodos.

En este caso no se realizo la valoracion de pronucleos.

Del total de embriones cultivados (en CIV) utilizamos 35 en los estadios de 2 a 8
células para la inmunodeteccidn de la proteina Nanog de FIVy 10 embriones de 2 a

8 células de AP.
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Tabla 1| Resultados de la produccion in vitro de embriones de ovino y caprino.

Oocitos

Tto fecundados DLIEE Moérulas Blastocistos
(%)
(n)
2 /totales, n /divididos /totales, n /divididos
= (%) (%) (%) (%)
>
= FIV 506 235 (46'4%) 96 (20'4%) 96 (40'9%) 20 (43%) 20 (8'5%)
) 237 237 ,

AP 1083 643 (59'4%) 227%) (369%) 13 (1'3%) 13 (2%)

FIV 205 156 (76'1%) 30 (17'7%) 30 31 31 (19'9%)
5 (19'23%) (18'24%)
=a]
S

AP 66 49 (742%) 16 (28'6%) 16 (32'7%) 21 (37'5%) 21 (42'9%)

Detalle de los resultados obtenidos en la FIV y AP en ovino y caprino durante el estudio realizado. Los
porcentajes observados de mérulas y blastocistos por el numero total de oocitos son obtenidos teniendo en

cuenta los embriones de 2 a 16 células utilizados para la inmunodeteccién de la proteina Nanog.

5.2. Optimizacion del protocolo de inmunodeteccion vy localizacion de los

factores de transcripcion Nanog y Cdx2.

Hoechst

Control (-

Fig. 10 | Control (-)
en blastocistos AP
de cabra. No hay
sefal inespecifica del

anticuerpo
secundario.

Se realiz6 un control negativo en blastocistos de cabra obtenidos mediante AP (Fig.

10). El anticuerpo secundario Alexa Fluor 594 utilizado inicialmente para las

inmunodetecciones con Oct4 y rabbit polyclonal anti-Nanog. No hay expresion

inespecifica como puede observarse en la Fig.1.
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5.2.1. Nanog.

La proteina Nanog en raton es un buen marcador de la pluripotencia de las células
de la MCl y por lo tanto marcara estas células y no las del TE. La inmunodeteccion

de esta proteina sera objeto de nuestro estudio.

Para la puesta a punto de esta tincion utilizamos el protocolo empleado para
embriones de raton en el Departamento de Biologia Celular y Fisiologia de la UAB.
Este protocolo consistia en el descrito en la seccion de Material y Métodos
utilizando el anticuerpo primario rabbit polyclonal anti-Nanog (Fig. 11). Pero no
funcion6 en embriones de cabras y ovejas, asi que se hicieron muchas variaciones

del protocolo inicial, como puede verse en la Tabla 2.

Hoechst mNANOG

Fig. 11 | Inmunodeteccion de la proteina
Nanog en moérulas de FIV y AP en ovino y
caprino.

No hay sefal especifica de mouse anti-
NANOG (abcam ref: ab80892).

En las moérulas de oveja observamos una
interaccion con la tincién Hoechst, no puede
unirse correctamente a los nucleos de los
blastémeros.

OVEJAS

CABRAS

Empezamos las variaciones del protocolo disminuyendo el tiempo de exposicion a
la solucién de bloqueo inicial. Antes era durante toda la noche (ON) y se cambio a
s6lo 2 horas, la duracion minima recomendada por el Departamento de Biologia
Celular. El siguiente paso fue aumentar la concentracion de anticuerpo primario,
de [1:200] inicialmente a [1:150] y [1:100]. Y por ultimo, aumentamos su tiempo
de exposicién del anticuerpo, tanto primario como secundario, durante toda la

noche a 42C para poder obtener una unién mas especifica y estable. Pero a pesar
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de todas estas pruebas no obtuvimos una expresion nitida y clara en ninguno de
los embriones tefiidos. Asi que siguiendo el protocolo encontrado en He et al
(2006), decidimos probar con el anticuerpo rabbit anti-human Nanog, que ha dado

resultados en embriones caprinos mucho mejores.

Tabla 2| Variaciones del protocolo de inmunodeteccion de la proteina Nanog en embriones

de ovino y caprino.

Protocolo 1: Oct4 y NANOG.
Bloqueo ON 42 C; rabbit anti-OCT4 (Santa-Cruz Biotechnology, ref: sc-9081) [1:50]/ rabbit

polyclonal anti-NANOG (abcam, ref: ab80892) [1:200] 1:30h RT; anti-rabbit Alexa Fluor 594

(Molecular Probes) 2 ul + 664 ul sol. Bloqueo, 30 minutos

Muestra (n) Analizados Valorables n NANOG Eficacia (%)
16 Mérulas oveja FIV 10 0 0 0%
10 Blastocistos cabra PA 6 5 0 0%

Protocolo 2: Oct4, NANOG y Control (-).
Bloqueo ON 49 C; rabbit anti-OCT4 (Santa-Cruz Biotechnology, ref: sc-9081) [1:50]/ Rabbit

polyclonal anti-NANOG (abcam, ref: ab80892) [1:200] 1:30h RT; anti-rabbit Alexa Fluor 594
(Molecular Probes) 2 ul + 664 ul sol. Bloq 30 minutos RT.

Muestra (n) Analizados Valorables n NANOG Eficacia (%)
14 Mérulas oveja FIV 11 0 0 0%
8 Blastocistos cabra PA 7 7 0 0%

Protocolo 3: NANOG.
Bloqueo 2h RT; rabbit polyclonal anti-NANOG (abcam, ref: ab80892) [1:200] 1:30h RT; anti-rabbit

Alexa Fluor 594 (Molecular Probes) 2 ul + 664 ul sol. Bloq 30 minutos RT.

Muestra (n) Analizados Valorables n NANOG Eficacia (%)
10 Mérulas oveja FIV 8 0 0 0%
11 Mérulas oveja PA 10 0 0 0%

Protocolo 4: NANOG.
Bloqueo 2h RT; rabbit polyclonal anti-NANOG (abcam, ref: ab80892) [1:150] y [1:100] ON 4¢ C;

anti-rabbit Alexa Fluor 594 (Molecular Probes) 2 pl + 664 ul sol. Bloq 30 minutos RT.

Muestra (n) Analizados Valorables n NANOG  Eficacia (%)
6 morulas oveja FIV 6 0 0 0%
8 morulas oveja PA 7 0 0 0%
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Protocolo 5: Cdx2 y NANOG.
Bloqueo 2h RT; mouse anti-CDX2 (BioGenex) [1:100] ON 2 C; anti-rabbit Alexa Fluor 498 (Molecular

Probes) 2 ul + 664 pl sol. Bloq 3-5 h RT; rabbit polyclonal anti-Nanog (abcam, ref: ab80892) [1:150]

ON 42 C; anti-rabbit Alexa Fluor 594 (Molecular Probes) 2 pl + 664 pl sol. Bloq 30 minutos RT.

Muestra (n) Analizados Valorables n NANOG  Eficacia (%)

3 blastocistos cabra FIV 3 3 0 0%

Protocolo 6: NANOG.
Bloqueo 30 min RT; rabbit polyclonal anti-NANOG (abcam, ref: ab80892) [1:150] 1 h RT; anti-

rabbit Alexa Fluor 594 (Molecular Probes) 2 pl + 664 ul sol. Bloq 1 h RT.

Muestra (n) Analizados Valorables n NANOG  Eficacia (%)

11 moérulas oveja PA 0 0 0 0%

Protocolo 7: Cdx2 y NANOG. Ag Retrieval
Bloqueo 2h RT; mouse anti-CDX2 (BioGenex) [1:100] ON 2 C; anti-rabbit Alexa Fluor 498 (Molecular

Probes) 2 pl + 664 pl sol. Bloq 3-5 h RT; rabbit polyclonal anti-NANOG (abcam, ref: ab80892)
[1:100] 1:30 h RT; anti-rabbit Alexa Fluor 594 (Molecular Probes) 2 ul + 664 pl sol. Bloq 30 min RT.

Muestra (n) Analizados Valorables n NANOG  Eficacia (%)

9 blastocistos cabra PA 7 7 0 0%

Protocolo 8: NANOG.
Bloqueo 30 min RT; rabbit polyclonal anti-NANOG (abcam, ref: ab80892) [1:300] 1:30 h RT; anti-

rabbit Alexa Fluor 594 (Molecular Probes) 2 ul + 664 pl sol. Bloq 30 min RT.

Muestra (n) Analizados Valorables n NANOG  Eficacia (%)

13 moérulas oveja FIV/PA 12 0 0 0%

Protocolo 9: NANOG.
Bloqueo ON 4°C/2h RT; rabbit anti-human NANOG (Peprotech, ref: 500-P236) [1:150] y [1:200]

1:30 h RT; anti-rabbit Alexa Fluor 594 (Molecular Probes) 2 ul + 664 ul sol. Bloq 30 min RT.

Muestra (n)9 Analizados Valorables n NANOG  Eficacia (%)

30 moérulas oveja PA

0,
(6 grupos de 5 mérulas) 19 19 12 40%

Protocolo 10: NANOG.
Bloqueo ON 49C; rabbit anti-human NANOG (Peprotech, ref: 500-P236) [1:200], [1:400] y [1:600]

1:30 h RT ; anti-rabbit Alexa Fluor 594 (Molecular Probes) 2 ul + 664 ul sol. Bloq 30 min RT.

Muestra (n) Analizados Valorables n NANOG  Eficacia (%)

37 mérulas oveja FIV 30 26 8 21'6%

Protocolo 11: NANOG.
Bloqueo 2h RT; rabbit anti-human NANOG (Peprotech, ref: 500-P236) [1:400] y [1:600] 1:30 h RT;

anti-rabbit Alexa Fluor 594 (Molecular Probes) 2 ul + 664 pl sol. Blog 30 min RT.

Muestra (n) Analizados Valorables n NANOG  Eficacia (%)

5 blastocistos cabra PA 5 5 5 100%
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Protocolo12: NANOG.
Bloqueo ON 49 C; rabbit anti-human NANOG (Peprotech, ref: 500-P236) [1:400] y [1:600] 1:30 h

RT; anti-rabbit Alexa Fluor 594 (Molecular Probes) 2 ul + 664 pl sol. Bloq 30 min RT.

Muestra (n) Analizados Valorables n NANOG Eficacia (%)
24 Mérulas oveja PA 20 20 5 25%
35 Moérulas oveja FIV 30 30 9 30%

Detalle de las diferentes variaciones del protocolo inicial para la inmunodeteccién de la proteina Nanog en
morulas y blastocistos de oveja y cabra. Nimero de embriones total inicial (antes de la tincién), los embriones
conservados (embriones después de la tincién), valorables (aquellos que preservan la integridad morfolégica),
y por ultimo, aquellos embriones donde se podia observar seflal de Nanog y hacer recuento celular
correctamente (n NANOG). La eficacia de la tincidn se expresa por el porcentaje de la relacion entre el numero
de embriones iniciales totales y los embriones donde es posible hacer un recuento celular.

Finalmente, el protocolo de inmunodeteccion de la proteina Nanog que da mejores
resultados consiste en 2 horas de bloqueo a temperatura ambiente, toda la noche
de incubacidn con el anticuerpo primario rabbit anti-Human Nanog a 42C con una
dilucion de [1:400] en ovejas y [1:600] en cabras, y una incubacién con el
anticuerpo secundario anti-rabbit Alex Fluor 594 (Molecular Probes) con dilucién 2
ul + 664 pl Solucién de Bloqueo durante 30 minutos (Tabla 3). La evaluacion de las

muestras fue con microscopio de epifluorescencia Olympus Bx41.
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Tabla 3 | Protocolo de inmunodeteccion de la proteina Nanog en embriones preimplantacionales de ovino y caprino.

664l sol. Blog 30 min RT.

Protocolo 13 : NANOG.
Bloqueo 2 h RT; rabbit anti-human NANOG (Peprotech, ref: 500-P236) Oveja [1:400] y Cabra [1:600] ON 4°C; anti-rabbit Alexa Fluor 594 (Molecular Probes) 2ul +

FIV PA
Muestra n Analizados Valorables n NANOG | Eficacia (%) n Analizados Valorables n NANOG | Eficacia (%)
n 2 células 5 5 5 5 100% 4 4 4 4 100%
< 4 células 4 4 4 4 100% 5 4 4 4 100%
E 8 células 6 6 6 6 100% 18 18 8* 8* 100%*
© 16 células 5 5 5 4 80%
Mérulas 36 22 18 18 50% 75 45 30 30 40%
Blastocistos 16 16 16 16 100% 3 3 3 3 100%
FIV PA
Muestra Analizados Valorables n NANOG | Eficacia (%) n Analizados Valorables n NANOG | Eficacia (%)
E 2 células 6 6 6 100% 3 2 2 2 66,7%
) 4 células 7 7 7 100% 4 3 3 3 75%
5 8 células 22 22 22 22 100% 3 3 3 3 100%
Mérulas 16 0 0% 8 3 3 3 37,5%
Blastocistos 16 43,75% 24 24 24 19 79%

Detalle del protocolo final de inmunodeteccién de Nanog para embriones de 2 células, 4 células, 8 células, mérulas y blastocistos de ovino y caprino. Obtenidos mediantes AP y

FIV. Utilizamos como anticuerpo primario rabbit anti- human Nanog (Peprotech, ref: 500-P236) y como anticuerpo secundario Alexa Fluor 594 (rojo).
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5.3. Comparacion entre embriones partenogenéticos y fecundados in vitro de

la inmunodeteccion de la proteina Nanog.

5.3.1. EMBRIONES DE 2 A 8 CELULAS:

Ovino:

Con el protocolo 6ptimo realizamos tinciones en embriones de 2 a 8 células para
poder comprender la expresion de la proteina Nanog y saber si hay presencia de

células pluripotentes durante los estadios iniciales del desarrollo embrionario

preimplantacional producidos in vitro mediante AP y FIV.

En cuanto a la expresion del marcador de pluripotencia Nanog, se puede observar
como la proteina Nanog se expresa en los blastémeros de los embriones de 2,4y 8

células de ovino y caprino, contrariamente a lo esperado. .

2 células 4 células 8 células

ERAE) N

ISYI90H

JDONVNY

Fig.12 | Inmunodeteccion de la proteina Nanog en embriones partenogenéticos de
ovino. Puede observarse una sefial de la proteina Nanog en el citoplasma y ntcleo de todos
los blastémeros.



En los embriones de AP en ovino (Fig. 12) observamos que la sefial en el ntcleo es
mas intensa que en los embriones de FIV (Fig. 14). Ademas, en los embriones de 2
células de FIV la sefial de la proteina Nanog es inexistente en el nicleo aunque se
observa en el citoplasma. Después de este estadio, en embriones de 4 y 8 células ya
se aprecia la sefial nuclear. También se puede observar en FIV y AP una sefial
citoplasmatica de la proteina Nanog en los blastomeros. Aunque la sefial se

percibe con mayor definicion en los embriones partenogenéticos.

Fig. 13 |Seiial de la proteina
Nanog en nucléolos. (A)
Embrién de 2 células con sefial
Nanog, el circulo indica los
nucleos de las células. (B)
Ampliacion del ntcleo del
embrién de 2 células de la
imagen (A).

2 células 4 células 8 células

00

Fig. 14 | Inmunodeteccion de la proteina Nanog en embriones FIV de ovino. Se Puede
observar una sefial en el citoplasma y en el nucleo débil.

DONVNY

ISYI90OH
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Caprino:

Se realiza una pequefia variacion en el protocolo de inmunodeteccidon de la
proteina Nanog en embriones caprinos. Disminuimos la concentraciéon del
anticuerpo primario rabbit anti-human Nanog a una dilucion [1:600], pero

continuamos con el mismo tiempo de exposicion (ON) y temperatura (42C).

Comparamos la expresion de la proteina Nanog de embriones de 2, 4 y 8 células

obtenidos mediante FIV y AP en un laboratorio in vitro.

2 células 4 células 8 células

EYAC) |

ISYI30H

SoueNw

Fig. 15 | Inmunodeteccion de la proteina Nanog en embriones partenogeneticos de caprino. Se
observa una sefial citoplasmatica y nuclear en todos los embriones de los diferentes estadios (2,4 y 8
células)
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Como ocurre en la inmunodeteccion con embriones de ovino, observamos una
sefial citoplasmatica en todos los blastomeros de los embriones de 2, 4 y 8 células
de AP (Fig. 15) y FIV (Fig.16). En caprino, la sefial se observa en todos los nucleos

de las células embrionarias tanto en embriones de FIV como de AP.

En AP, se puede observar sefial de la proteina Nanog en el ntcleo de los embriones
partenogenéticos. Pero en los embriones de 8 células no hay expresion en todos los
nucleos de los blastomeros, so6lo se puede observar sefial en cuatro de los ocho
nucleos del embrién. En cambio, en los embriones obtenidos mediante la FIV se
observa sefial nuclear en los tres estadios y en todos los nucleos de los

blastémeros (Fig. 16).

2 células 4 células 8 células

Fig. 16 | Inmunodeteccion de la proteina Nanog en embriones FIV de caprino. Se observa una
sefal citoplasmética y sefial nuclear en todos los estadios y en todos los nicleos de los blastomeros
de cada embrion.

ERAC) |

ISY290H
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5.3.2. MORULAS:
Ovino:

Realizamos la inmunodeteccion con el mismo protocolo anterior con el fin de

analizar los embriones de ovino y caprino en el estadio de morula.

Merge Hoechst hNANOG

Fig. 17 | Inmunodeteccion de la proteina Nanog en morulas AP de ovino. Se observa
expresion de la proteina NANOG. Existe sefial nuclear en alguna de las células, y citoplasmatica en
todas las células.

En cuanto a la expresion del marcador de pluripotencia Nanog se puede observar
como la proteina Nanog se expresa con sefial nuclear en alguna de las células de las
morulas AP de ovino (Fig. 17). En cambio, en mdrulas de FIV si que vemos
expresion en todas las células con una sefal nuclear (Fig. 18). Seguimos
observando el marcaje citoplasmatico como en embriones iniciales de las dos

especies y con los dos métodos de obtencidn.

Merge Hoechst hNANOG

Fig. 18 | Inmunodeteccion de la proteina Nanog en modrulas FIV de ovino. Se observa sefial
nuclear en todas las células y una expresion citoplasmatica difusa.
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Caprino:

En la especie caprina, observamos como las moérulas de AP expresan la proteina
Nanog tanto en citoplasma como en nucleo (Fig. 19). Realizamos el mismo
protocolo en moérulas FIV pero no se obtuvieron buenos resultados en las tinciones

de Hoechst ni en la inmunodeteccién de la proteina Nanog (Fig. 20).

Merge Hoechst hNANOG

Fig. 19 | Inmunodetecciéon de la proteina Nanog en mdérulas AP de caprino. Se observa sefial
nuclear y citoplasmatico en todos los blastémeros.
Hoechst hNANOG

Merge

5.3.3. BLASTOCISTOS:

Fig. 20 | Inmunodeteccion
de la proteina Nanog en
morulas FIV de caprino.
Se observa una tincién
Hoechst errénea, ya que no
vemos todos los ntcleos de
los blastémeros, y una sefial
de la proteina Nanog difusa.

Ovino:

Realizamos la inmunodeteccion con el mismo protocolo anterior en embriones de
2 a 8 células y morulas de caprino. Ademas, en el estadio de blastocisto la
expresion de la proteina Nanog en embriones de ovino tanto en AP (Fig. 21) como
en FIV (Fig. 22) se observa un marcaje nuclear en algunas células del embridn. Sin

embargo, se observan sefiales con mayor intensidad en alguna de las células. En
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blastocistos de FIV estas células con mayor intensidad de sefial estdn mas

localizadas en el centro del embridn.

La proteina tiene una localizaciéon nuclear, pero en algunas células la proteina
Nanog se localiza tanto en el nucleoplasma como en nucléolos (Fig. 23), dando una

fuerte seiial en la inmunodeteccidn.

hNANOG

Fig. 21 | Inmunodeteccion de la proteina Nanog en blastocistos AP de ovino. Se observa
expresion nuclear de las células de MCI y del TE. En algunas células se localiza en nucleoplasma y
nuclénln

hNANOG

Fig. 22 | Inmunodeteccion de la proteina Nanog en blastocisto FIV de ovino. Se observa expresion
en los nucleos de las células de MCl y TE. Hay sefial en el nucleoplasma y nucléolo de alguna de las
células.

Fig. 23 | Senal de la
proteina Nanog en
nucléolos. (A) Blastocisto
FIV de ovino con sefial en
nucleo. (B) Ampliacién del
circulo de (A) donde se
distingue la expresién de la
proteina Nanog en nucléolo.
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Caprino:

Los resultados son los mismos a los observados en los blastocistos de ovino. La
expresion de la proteina Nanog es nuclear tanto en los blastocistos
partenogenéticos (Fig. 24) como los obtenidos mediante FIV (Fig. 25).Del mismo
modo que en ovino se observa una seflal de mayor intensidad en algunos de los
nucleos celulares del embrion. Esta localizacion se aprecia mejor en los
blastocistos de FIV (Fig. 25). En algunas células se observa una localizacién de la

sefal en el nucleoplasmay en el nucléolo(Fig. 26).

Hoechst

Fig. 24 | Inmunodeteccion de la proteina Nanog en blastocistos AP de caprino. Se observa sefial
nuclear de la proteina NANOG en todas las células de la MCl y TE. En algunas células también vemos una
localizacién en el nucleoplasma y nucleolo.

Merge Hoechst

Fig. 25 | Inmunodeteccion de la proteina Nanog en blastocisto FIV de caprino. Se observa una
expresion nuclear de la proteina NANOG en todas las células de la MCI y TE. Hay localizacién de la
sefial en nucleoplasma y nucléolo de algunas células.
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Fig. 26 | Seiial de la proteina
Nanog en el nucleo. (A) Blastocisto
caprino de AP donde observamos
expresion nuclear de la proteina
Nanog. (B) Ampliacidn del circulo de
la imagen (A) donde se distingue
expresion en el nucléolo.

5.2.2. Cdx2.

La proteina Cdx2 es una proteina especifica de las células multipotentes del TE y
su utilidad es comprobar la calidad de los blastocistos segun el ratio que presente

de células de la MCI en relacion a las células del TE.

Inicialmente, pudimos estudiar la expresion de la proteina Cdx2 en blastocisto
joven y expandido partenogenéticos de cabras. Puede verse en cualquiera de las
dos fases, que la expresion de Cdx2 esta restringida a las células del TE. Mientras
que en la MC], identificada por un grupo de células agregadas, no ha sido detectado

su sefial.

Hoechst

Fig. 27 | Inmunodeteccion con Cdx2 en blastocistos joven de FIV de cabra. Utilizamos como
anticuerpo primario mouse anti-cdx2 (BioGenex) y Alexa Fluor 488 (verde) como anticuerpo secundario.
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Hemos analizado esta inmunodeteccion morfolégica en dos fases diferentes del
estadio de blastocisto: joven y expandido. La expresion de Cdx2 en el blastocisto
joven (n=1) se puede observar en un 68’97% de los nucleos de las células (60/87),
esto sugiere que se expresa en todas las células del TE (Fig. 27).

Merge Hoechst

‘v

Fig. 28 | Inmunodeteccion de Cdx2 en blastocisto expandido partenogenético de cabra. Utilizamos
como anticuerpo primario mouse anti-Cdx2 (BioGenex) y Alexa Fluor 488 (verde) como anticuerpo
secundario.

En cambio, en el blastocisto expandido la proporcion de células con sefial Cdx2 es
menor que en el blastocisto inicial, 137/257 (53,30%) (Fig.28). Estos hallazgos
solo hemos podido observarlos en dos blastocistos, asi que es necesario un analisis

mas detallado y con mas muestra.

5.4. Comparacion entre blastocistos AP vy FIV de la inmunodeteccion de la

proteina Nanog.

Con el objetivo de comparar la expresiéon de la proteina Nanog entre los
blastocistos obtenidos por AP y FIV en ovino y caprino, realizamos un contaje de
todas las células de los blastocistos mediante tincion Hoestch y comprobamos la
relacion con el nimero de células con marcaje Nanog. Asi observamos que el
porcentaje de células con expresion Nanog es de mas del 60% en los grupos de FIV
en embriones de ovino y AP en caprino, y mas del 80% en blastocistos AP de ovino
y FIV de caprino. No se observan diferencias entre especies ni entre sistemas de

produccion de embriones.
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Tabla 4 | Recuento celular total y expresion de Nanog en blastocistos in vitro de pequeiios

rumiantes.
N2 células (mediatd.e)
. . Porcentaje

Especie Tratamiento N Total NANOG (Nanog/total)

FIV 10 115'6+58'9 77'1+39°'6 66’7%
OVEJA

AP 3 1344832 120+£79'8 89'6%

FIV 6 167'7+148’2 140'2+115’6 83'6%
CABRA

AP 12 72°2%22'5 43'7+27'5 60’5%

Comparacién entre blastocistos de ovino y caprino obtenidos mediante FIV y AP usando el protocolo de
inmunodeteccion de la proteina Nanog. Numero de embriones analizados. Numero de células totales y
numero de células con expresiéon de Nanog Expresado como la media+ desviacion estandar.
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Capitulo 6:

Discusion.



Este estudio se realizé con embriones de ovino y caprino producidos mediante FIV
y AP en el laboratorio de FIV de la Facultad de Veterinaria de la Universidad
Auténoma de Barcelona. Los resultados obtenidos en la produccion de embriones
ovinos (Tabla 1) es menor que la que observamos en otros estudios del mismo
equipo, como por ejemplo Catala et al. (2012) 13% en ovino. A diferencia de los
embriones caprinos donde los resultados (Tabla 1) incluso son mayores que los
valores obtenidos anteriormente por el mismo equipo de investigacion (21% en
Romaguera et al. 2010). Los bajos resultados obtenidos en ovino podrian deberse
al hecho de que la especie de estudio por excelencia de este laboratorio es la

caprina.

En este estudio, nuestra hipoétesis es la utilizaciéon de marcadores de pluripotencia
como la proteina Nanog para el andlisis de la calidad de los embriones
preimplatacionales producidos por FIV y AP en pequefios rumiantes. Nuestro
objetivo es determinar si la expresion de la proteina Nanog es un buen parametro
para poder evaluar la pluripotencia de las células embrionarias y la calidad de los

blastocistos en cabras y ovejas prepuberes.

En la optimizacion del protocolo de inmunodetecciéon de la proteina Nanog,
inicialmente utilizamos el anticuerpo rabbit polyclonal Anti- Mouse Nanog como el
utilizado en embriones de raton. A pesar de que este anticuerpo fue utilizado antes
para la inmunodeteccién de la proteina Nanog en células madre pluripotentes
inducidas de caprino (Guo et al 2014), estos autores no obtuvieron buenos
resultados en embriones caprinos. Por tanto, conociendo los resultados de He et al.
(2006) en embriones caprinos con el anticuerpo rabbit Anti-Human Nanog,
optimizamos el protocolo de inmunodeteccion de la proteina Nanog en embriones

ovinos y caprinos con el mismo anticuerpo.

La mayor parte de nuestro conocimiento sobre el desarrollo embrionario
temprano proviene de estudios en embriones de ratéon y células madre
embrionarias. En este estudio analizamos la localizacién de la proteina Nanog
mediante inmunocitoquimica en embriones preimplantacionales producidos in

vitro de ovino y caprino. En caprino se han realizado algunos estudios sobre la
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localizacion de la proteina Nanog. Sin embargo, en ovino no hemos encontrado

ninguno.

En ratén y humanos la expresion de la proteina Nanog esta limitada en las células
MCI y no son observadas en la TE de los blastocistos. Esto indicaria que el Nanog

podria ser un buen marcador de la pluripotencia.

En embriones de rumiantes, las células embrionarias son totipotentes hasta el
estadio de 8-16 células, a partir de aqui en el estadio de morula, algunas células
empiezan a perder la totipotencia y a volverse pluripotentes, y ya en el estadio de
blastocisto se distinguen dos lineas celulares bien diferencias: las células MCI de

caracteristicas pluripotentes y las células del TE que son multipotentes.

En este estudio vamos a analizar la localizacion de la proteina Nanog en embriones

en tres estadios de desarrollo: embriones de 2 a 8 células, moérulas y blastocistos.

Nuestros resultados demuestran que la proteina Nanog se observa en embriones
de 2 a 8 células contrariamente a lo esperado. Estos resultados son similares a los
observados por Xiao-li et al. (2015) en caprino, los cuales describieron que en
embriones de 2, 4 y 8 células también se observaba una débil sefial de la proteina
Nanog. También existia un patrén de expresion de ARNm Nanog donde aumentaba
gradualmente desde el estadio de 2 células hasta blastocisto in vivo (fecundados in
vitro) (Xiao-li et al. 2015). En otro estudio realizado en embriones de caprino (He
et al. 2006) sefialan que en embriones de 2 y 4 células Nanog no fue generalmente
detectado aunque alguna células aparecian positivas. Estos autores indicaban que
esta sefial podria ser una falsa sefial. En cambio, en embriones de 8 a 16 células si
que detectaron ARNm Nanog (He et al. 2006). En bovino Khan et al. 2012 no
observaron ninguna sefial de la proteina Nanog en embriones hasta el estadio de 8
células. Lo que coincide con los resultados observados por Madeja et al. 2013, ya
que obtuvieron un aumento del ARNm Nanog después de la activacidon del genoma

embrionario que en bovidos es entre los estadios de 8 a 16 células.

Existen diferencias en la localizacion de la expresion de la proteina Nanog en el
citoplasma y el nucleo de las células embrionarias de ovino y caprino. La

localizacion citoplasmatica implica la sintesis y acumulacidn de proteinas (Madeja
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et al. 2013). Seguin nuestras observaciones, la expresion de la proteina Nanog en el
nucleo varia entre estadios y métodos de obtencidn in vitro en los embriones de
pequefios rumiantes. Nuestros resultados indican una sefial nuclear en todos los
embriones caprinos. En ovino la expresion en embriones FIV es casi imperceptible,

pero en AP existe una sefal intensa incluso con marcaje en los nucléolos.

Estas observaciones coinciden con los resultados obtenidos por He et al. 2006 en
embriones caprinos de 8-16 células, donde también existe expresion de la proteina
Nanog en el nucleo de las células de embriones in vivo, como ocurre en embriones
de ratén (Hatano et al. 2005). En el estudio de Xiao-li et al. (2015) observaron
sefial en el nucleo de embriones de cabra adulta de 8 células tanto in vivo
(fecundados in vitro) como in vitro (AP), pero no en embriones de 2 y 4 células. En
los embriones bovinos no hay sefial nuclear especifica de la proteina Nanog entre

el oocito y el estadio de 8-16 células (Khan et al. 2012).

En nuestro estudio observamos como en el estadio de morula existe expresion de
la proteina Nanog en nucleo y citoplasma tanto en los embriones producidos por
FIV como por AP en ovino y caprino. En caprino He et al. (2006) analizaron
embriones partenogenéticos, in vitro e in vivo y tampoco encontraron diferencias
en la localizacion de la proteina Nanog en las células. En un estudio reciente con
embriones de cabra (Xiao-li et al. 2015) obtuvieron sefial en nucleo y citoplasma
en morulas in vivo (fecundadas in vitro) e in vitro (AP). En rumiantes se detecto
una expresion nuclear de todas las células en el estadio de moérula temprana (Khan
et al. 2012). En cambio, las moérulas in vivo de porcino que no expresaron sefal
alguna de la proteina Nanog (Kuijk et al 2008). En estudios mas recientes de
embriones de bovino, en el estadio de morula se localizo la proteina Nanog
formando un anillo caracteristico alrededor del nucleo de algunas células (Madeja
et al. 2013). Esto les sugirio que la proteina Nanog aparece de novo en el estadio de
morula como producto de la activacion del genoma embrionario. En algunas de
nuestras morulas en ovino y caprino se puede ver una sefial mas concreta en el
nucleo, una localizacion especifica de la proteina Nanog en los nucléolos de mas
intensidad que en el nucleoplasma. Esto también se observé en las mérulas in vivo
de cabra en He et al. 2006, esto indica que el secuestro nucleolar y la disminucién

de Nanog se esta produciendo en estas células, asi como en el TE. Puede ser que
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s6lo unas pocas células en el embrion de rumiantes permanecen realmente

pluripotentes, tal y como se define por la expresion de Nanog (He et al. 2006).

En nuestros resultados observamos como en el estadio de blastocisto la proteina
Nanog se expresa en el citoplasma y nucleo tanto de las células de la MCI como del
TE en embriones ovinos y caprinos. A diferencia de lo que resultdé en los
blastocistos de ratén, donde la expresiéon de Nanog se limita a las células que
pertenecen a la MCI (Hatano et al. 2005). Otros estudios realizados en caprino
observaron expresion de la proteina Nanog en el nucleo y citoplasma de los
blastémeros de embriones in vivo (fecundados in vitro) e in vitro (AP) (Xiao-li et al.
2015). En He et al. (2006) fue descrito en la fase de blastocisto joven una sefial
intensa en la superficie de los nucléolos y otra mas atenuada en el nucleoplasma de
las células del TE. Ademas, en la fase de blastocisto expandido la expresion era
nuclear en la MCI (nucleoplasma y nucléolo) y TE (nucléolo) (He et al. 2006).
Estos resultados son similares a los obtenidos en nuestro estudio, ya que en
algunas células se observa localizacion de la sefial de la proteina Nanog en
nucleoplasma y nucléolo de todos los blastocistos. En porcino (Kuijk et al. 2008) no
se detectd la proteina Nanog en blastocistos in vivo e in vitro, esto coincide con los
resultados obtenidos en QPCR (Quantitiative RT-PCR) donde no detectaron niveles
suficiente de ARNm Nanog. Estas observaciones sugieren que Nanog no tiene un
papel importante en etapas de segregacion de linajes tempranos o en la definicion

de la poblacidn de células pluripotentes de embriones porcinos (Kuijk et al. 2008).

En este mismo estudio los blastocistos in vitro de bovino presentaron expresion de
Nanog en algunas células de 1a MCI y otras eran negativas, y ninguna sefial en el TE
(Kuijk et al. 2008), como ocurre en los embriones de raton. Esto les sugiriéo que las
células con sefal de Nanog serian el futuro epiblasto. Contrariamente Khan et al
(2012) en bovino observaron una expresion de la proteina Nanog en todas las
células del MCI y también en todas las células del TE. La localizacién de la proteina
Nanog en el MCI se da en el nucleoplasma de los blastomeros. Para obtener una
mayor comprension del porqué de esta localizacion nuclear, realizaron un analisis
de Western Blot que revel6 que los oocitos y embriones hasta el estadio de mérula
mostraban una banda de 28kD mientras que los embriones de dia 7 a dia 9

contenian ambos las bandas de 28kD y 50kD. La especificidad de la banda 28kD
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fue confirmada por pre-adsorcién de la solucién de anticuerpo con la proteina
Nanog recombinante (Khan et al. 2012). De acuerdo con la literatura (Wang et al
2008) Nanog forma homodimeros con el fin de ejercer su funcién pluripotente,
esto les sugirio que la forma homodimera de 50kD corresponde a la forma
nucleoplasmica en las células de la MCI, que estas son las células pluripotentes. El
polipeptido de 28kD corresponde a la forma nucleolar la cual sélo es reconocida
cuando la inmunofluorescencia esta concentrada en el nucléolo (Khan et al. 2012).
Ademas se ha considerado que la proteina nucleolar no estaria involucrada en la
pluripotencia (Pant et al. 2009). Por otra parte, se ha propuesto que el secuestro de
la proteina Nanog en los nucléolos esta involucrado en el proceso de inactivacion
que al final conduce a la ubiquitinacion y la degradacion del factor de transcripcion

(Tsai et al. 2002).

Otro estudio mas reciente con embriones bovinos Madeja et al. 2013 describieron
la localizacion de la proteina Nanog en el nucleo de las células MCI y afiaden que en
las células TE la sefial de la proteina Nanog se encuentra en el citoplasma y ausente
en el nucleo de blastocistos de dia 7, esto coincide con la cavitacion y separacion
espacial de los dos linajes (MCI y TE) (Madeja et al. 2013). Esto puede ser la
primera indicacion de como las diferencias funcionales se correlacionan con la
posicion de las células. Con el fin de ser activos el factor de transcripcion Nanog
necesita entrar en el nucleo, por lo tanto, en este estadio la proteina Nanog puede
estar sometida a transporte activo (Madeja et al. 2013). En blastocistos de dia 8
Oct4 y Nanog estan co-localizados, esto concuerda con estudios que indican la
estimulacién mutua entre estos factores (Madeja et al. 2013). La conclusién que
obtuvieron es que Nanog se detecto inicialmente en el citoplasma de ciertas células
de las morulas y después en blastocisto de dia 8 se convirtio en MCI especifico

(Madeja et al. 2013).

A partir de estos experimentos, se puede concluir que los mamiferos difieren en la
segregacion de los linajes tempranos, lo que potencialmente influye en la

formacidn y caracteristicas de la poblacion de células pluripotentes.

Para verificar los resultados observados en la inmunodeteccién de la proteina

Nanog, realizamos un recuento celular de la expresion proteica en blastocistos in
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vitro. Como podemos ver en la Tabla 3 no encontramos diferencias en cuanto al
numero de células con expresion de la proteina Nanog o células totales entre los
embriones de AP y FIV de ovino y caprino. En otros estudios, Gomez et al. (2009)
encontraron diferencias entre embriones de AP y FIV en bovino. El recuento de las
células TE es significativamente menor y en consecuencia el nimero de células
totales también lo es. Por otra parte, estos blastocistos no mostraron diferencias
en el numero de células de la MCI en relacion con el numero total de células. Estas
diferencias entre nuestros resultados y Gomez et al. pueden deberse al tamafio de

muestra utilizado en su estudio ya que es mayor que el nuestro.

Nuestros resultados de %MCI/células totales son de mas de 60% y 80% en ovejay
cabra indistintamente. A diferencia de lo que observamos en otros estudios (con
tincion diferencial) donde los porcentajes son de 29'9% en cabra (Hammami et al.
2014), 27% en FIVy 31'2% en AP en blastocistos de oveja (Catala et al. 2012), 21%
en porcino (de la Fuente et al. 1997), 22°6% en bovino y 27°8% en raton (Thouas et
al. 2001). Contribuyendo a los resultados obtenidos de %MCI/células totales,
estudiamos los resultados de la inmunodeteccién de Cdx2 donde se observa un
69% aproximadamente de células del TE en blastocisto joven y 53% en blastocisto
expandido. Si tenemos en cuenta estos resultados observamos que nuestros
porcentajes totales (%MCI y %TE) son mayores, y esto sugiere que la
inmunodeteccidn de la proteina Nanog no es especifica porque no solo se expresa
en las células pluripotentes de la MCI, si no que también nos tifie células que

pertenecen al TE.

En conclusion, podemos afirmar con nuestros resultados que contrariamente a
nuestra hipotesis no podemos utilizar la inmunodeteccion de la proteina Nanog
como marcador de las células pluripotentes existentes en la MCI de los blastocistos

de pequefios rumiantes.
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Capitulo 7:

CONCLUSIONES.



1.

2.

3.

CONCLUSIONES.

Se ha puesto a punto el protocolo para la deteccion de la proteina Nanog en
ovino y caprino y en embriones producidos mediante FIV y
partenogenéticos. En todos los embriones de ovino ha funcionado el mismo
protocolo y en los embriones caprinos se ha tenido que disminuir la

concentracion del anticuerpo primario.

La proteina Nanog se ha expresado en todo el desarrollo embrionario
preimplantacional, lo que nos indica que no es un buen marcador de la

pluripotencia de las células embrionarias.

No hemos encontrado diferencias en el nimero de células con expresion
Nanog entre los embriones de ovino y caprino producidos mediante FIV y

partenogénesis.
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Anexos.



Protocolo de FIV con oocitos de cabra mediante swim-up

(Maria G. Catald)

O Swim-up: 2ml mDm + 90ul Fertilization Media
of semen in the bottom of a) Hipotaurine solution: Img/ml| TALP
the tube. Incubate for 1h .
3850 top COn b) TALP-FIV media=> 10m| TALP

+ 10ul Hipotaurine sol

+ 0.003 g Glutathione

c) Prepare 100l micro-drops of TALP-FIV
media covered with Mineral Oil

n d) Calibrate in incubator at least for 3 h

N
N1
Wash oocytes 3 times in FIV media
and then transfer them in a new
— dish. Put 20-25 oocytes /100ul Drop
N

Take out aprox 1000ul of the

supernatant and centrifuge
200 G for 10min.

***Sperm Pellet Capacitation: 45
min in incubator.
Capacitation solution:

a) Heparin solution: 1mg (L Fertilization during 17-22 hs
heparin/Iml mDm 17h => IVF control by orcein stain
b) 900 pul mDm + 100 pl heparin
solution (100pg/ml) Denude presumed zygotes and fix them
c) Dilute the pelletina in a 4 well dish with ethanol:acetic
concentration 1:1 with heparin solution (3:1) until analysis
solution
d) Count spermatozoain

Newbauer chamber.
e) Fertilization with 1x10° sn/ml 1

Day 5 of IVC change SOF media

Wash zygotes in 3 drops of SOF

n | media (sperm is toxic when is dead)
o o and place them in a new dish 2 6
zygotes /10ul drop SOF media
O O O
o O o O
O O O
O O




Protocolo de FIV con oocitos de cabra mediante gradiente

(Maria G. Catald)

fy

Gradiente Vitrolife:

400 ul semen fresco.

2 mL top layer(40%)

2 mLl Bottom layer(80%)
()

AV

Centrifuge 300 G for 15min. ‘

Pellet + 1-2mL boviwash

Centrifuge 300G X5 min

Fertilization with 1x10° spz/mL

esp/ml (aprox 0.5-2ul) L

Day 5 of IVC change SOF media

o 0 o O
O 0 O © O O
o 0 o O

Fertilization Media

Hipotaurine solution: 1Img/ml TALP
TALP-FIV media—> 10ml TALP
+ 10ul Hipotaurine sol
+0.003 g Glutathione
Prepare 100ul micro-drops of TALP-FIV
media covered with Mineral Oil
Calibrate in incubator at least for 3 h

Wash oocytes 3 times in FIV
media and then transfer them
in a new dish. Put 20-25
oocytes /100yl Drop

Fertilization during 17-22 hs

17h - IVF control by orcein stain

(Denude presumed zygotes and fix them in a
4 well dish with ethanol:acetic solution (3:1)

until analysis

Wash zygotes in 3 drops of SOF
media (sperm is toxic when is dead)
and place them in a new dish 2 6
zygotes /10ul drop SOF media




Protocolos medios de cultivo

* Medio para Slicing

500ml 11t
TCM199 (M2520) 7.55¢g 15.1g
NaHCO3 1.1g 22¢g
Gentamicin 0.025 ml 0.05ml

Ajustar osmolaridad a 292-297 mOsm con H;0 miliQ
Filtrar con un filtro de 0.22um

¢ Medio de Maduracion in vitro (MIV)

Ref Stock Final volume 15ml
TCM199 M-4350 Sigma
FSH F-8174 Sigma 1.5mg/ml (5ug/ml) 50ul
LH L-5269 Sigma 1.79mg/ml (5ug/ml) 41.89
E2 E-2257 Sigma 0.1mg/ml (1ug/ml) 150ul
EGF E-4127 Sigma 0.002mg/ml(10ng/ml) | 75ul
SFB F-9665 Sigma 10% 1.5ml
Antibiotic-antimicotic | 15240-062 gibco 1% 150ul
Cysteamine M-9768 Sigma 100uM 75ul
Glutamine G-8540 2mM 150ul
Sodium Piruvate P-4562 10mg/ml (0.2mM) 33ul
Fecundacidn in vitro
* mDM Stock Media (1 mes)
gr /500ml H20 Gr /250ml
NaCl 3.2750 1.6375
KCl 0.15 0.075
CaCl; 2H,0 0.165 0.0825
NaH.P0O4H>0 0.0565 0.0283
MgCl; 6H20 0.053 0.0265
Penicilin 0.025 0.0125
Fenol Red 0.001 0.0005
* mDM Supplement (15 dias)
Gr/100ml mDM stock Gr/50ml mDM stock
mDM stock 100ml 50ml
NaHCO3 0.3104 0.1552
Glucose 0.2500 0.1250
Piruvic acid 0.0137 0.0068
BSA Fatty Acid Free 0.6 0.3

Ajustar osmolaridad a 292-297 mOsm con H;0 miliQ

Filtrar con un filtro de 0.22pm
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e TALP Stock Media (1 mes)

Gr /500ml H20 Gr /250ml
NaCl 3.33 1.665
KCl 0.119 0.0595
CaCl; 2H,0 0.147 0.0735
NaH,P04H,0 0.0135 0.0068
MgCl, 6H,0 0.0255 0.0128
Gentamicin 0.015 0.0075
Fenol Red 0.005 0.0025

* TALP suplemento (15 dias)

Gr/100ml TALP stock Gr/50ml TALP stock
TALP stock 100ml 50ml
NaHCO3 0.21 0.105
Glucose 0.09 0.045
Piruvic acid 0.002 0.001
BSA Fatty Acid Free 0.6 0.3
Sodium Lactate 170ul 85ul

Ajustar osmolaridad a 292-297 mOsm con H;0 miliQ

Filtrar con un filtro de 0.22pm

e Medio SOF (15 a 45 dias dependiendo de si continia produciendo

blastocistos)
Nombre Para 55 ml Para 220ml

Aprox Aprox

NaCl Sodium chloride 0.31465¢g 1.2586 g

KCl Potassium chloride 0.027 g 0.108¢g

CaCl, .2H,0 Calcium chloride dehydrate 0.01239¢g 0.04956 g

KH; PO.4 Potassium phosphate monobasic 0.0081¢g 0.0324 ¢

MgSO04 Magnesium Sulfate 0.005g 0.02¢g

NaHCO3 Sodium bicarbonate 0.10548 ¢ 0.42192 ¢

Rojo Fenol Phenol red sodium salt 0.00045 g 0.0018¢

CH3COCOONa Sodium pyruvate 0.01815¢ 0.0726 g

CH3CH(OH)COONa Sodium DL-lactate solution 72 ul 288 ul

BSA-FAF Albumin from bovine serum 04¢g l6g

BME BME Amino Acids Solution 50x 100 ul 400 ul

MEM MEM Non-essential Amino Ac.Sn 100 ul 400ul

(100x)

Na3zCeHs07 Sodium Citrate Tribasic 2H20 0.005¢g 0.02¢g

NatriCitrate

CeH1206 myo-Inositol 0.025g 01g

SFB Fetal Bovine Serum 1.25ml (25%) |5g

ATB Antibiotic- antimicotic 0.5ml 2ml

Ajustar osmolaridad a 269-279 mOsm con H;0 miliQ

Filtrar con filtro de 0.22pum
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Inmunodeteccion de la proteina Oct4.

La proteina Oct4 es una proteina especifica de la pluripotencia en células
embrionarias de ratén. Las células pluripotentes son las células localizadas en la
MCI del blastocisto. En caprino y ovino se desconoce si esta proteina sera también

marcadora de la pluripotencia de las células de la MCI.

La inmunodetecciéon se realizo en morulas de oveja obtenidas mediantes
fecundacion in vitro y en blastocistos partenogenéticos de cabra. Se observo que
en las morulas de oveja no hay expresion de Oct4 (Fig.29), en la fotografia de
Merge solo vemos la tincion de Hoechst. Esta falta de sefal indicaria que las células

de la morula son totipotentes y no pluripotentes como ha sido observado en ratén.

Hoechst Oct4

Merge

Fig. 29 | Inmunodeteccion de Oct4 en morulas FIV de ovino. Utilizamos como anticuerpo
primario rabbit anti-Oct4 (Santa-Cruz Biothecnology, ref.: sc-9081) y Alexa Fluor 594 (rojo) como
anticuerpo secundario. No hay expresion de Oct4.

A diferencia de los blastocistos de cabra (Fig.30), que si vemos expresion de Oct4
en todos los nucleos de las células de la MCI (células pluripotentes) y del TE
(células multipotentes). En cualquiera de los dos casos, no podemos utilizar la
inmunodeteccidon con Oct4 para poder diferenciar las células pluripotentes como
era nuestro objetivo. No es un buen anticuerpo para las moérulas de oveja, ya que
no hay expresion alguna en ninguna células. En los blastocistos de cabra tiene
expresion en todas las células, y presumiblemente solo deberiamos ver expresion
en las células pluripotentes de la MCI en este estadio, sin embargo la apariencia de

todas las células es similar.
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Hoechst

Merge

Fig.30 | Inmunodeteccion de Oct4 en blastocisto AP de cabra. Utilizamos como anticuerpo
primario rabbit anti-Oct4 (Santa-Cruz Biotechnology, ref: sc-9081) y Alexa Fluor 594 (verde) como
anticuerpo secundario. La expresion de Oct4 puede verse en todas las células de la MCI y TE, no se
diferencian los dos tipos celulares.
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PROTOCOLO INMUNODETECCION NANOG

. Fijacion: paraformaldehido 4%. 10-15 minutos RT.

. Lavado: PBS + 0°'05% Tween 20

1
2
3. Permeabilitzaciéon (Sol. Permeabilitzacion): 20 minutos RT
4. Lavado: PBS + 0'05% Tween 20

5

. Guardar en la nevera (Sol. Stock): camara himeda y cerrar con parafilm.

Para continuar la inmunodeteccion:

=)

. Bloqueo (Sol. Bloqueo): 2 horas RT.

~

. Anticuerpo primario: Rabbit anti-Human Nanog (cat. No 500-P236,
Prepotech) dilucién 1:400 (ovejas)/ 1:600 (cabras) en Sol. Bloqueo ON 42C.

8. Lavados (Sol. Bloqueo): 3 x 10 minutos.

9. Anticuerpo secundario: 2 yul anti-rabbit Alexa Fluor 594 (Molecular

Probes) + 664 pl de Sol. Bloqueo 30 minutos RT.
10. Lavados(Sol. Bloqueo): 3 x 10 minutos.
11. Hoechst 33258 (+ Sol. Bloqueo): Hacer un lavado de 10 minutos RT.

12. Vectachield: Hacer un lavado en Vectashield Mounting Medium (Vector
Laboratories) con 0,25% Hoechst 33258 (Invitrogen) y montar el
portaobjetos (4 ul). Esperar a que se extienda el liquido, hacer presion con

las pinzas y sellar con pinta ufias.

SOLUCIONES
1- Solucién de Fijacion: 4% PFA

2- Sol. Permeabilitzacion: 0,1% Trité + AS (0,2%)
3- Sol. Stock: 0,01% Tw20 + AS (0,2%)

4- Sol Bloqueo: 1% BSA + 0,05% Tw20 + AS
(0,2%)
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