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Abstract

Lii this study we present evidence that HRP can be transported at a speci--
Tic stage in the development of embryos of the marine Gastropod Patella.
we have introduced HRP type VI (positive charge) and HRP type VIII (nega--
cive charge) into embryonic cells during various stages of development,
using an iontophoretic injection technique. The difference in transport
pattern between the positive HRP type VI and the negative HRP type VIII
indicates thet charge differences might play an important role in the
mechanism of transport. Because of the specificity of the unidirectional
transport of HRP type VI between 3D and the contacting micromeres, the
transport mechanism utilised by HRP may be of importance as a signal trarns-
ferring mechanism involved in the determination of cell lines in the Pa-
tella embryo.

Introduccid

wn embrions de Patella les cinc primeres segmentacions donen lloc a 1l'es-
tadi de 32 cél.lules, que consisteix en 28 micrdomers i 4 macrdmers en el
pol vegetal. En l'interval entre la 52 i 62 segmentacid, un dels quatre
macromers (designat 3D) estableix contacte amb els micrdmers del pol ani-
mal i és induit a formar la cél.lula soca de la linia cel.lular mesodérmi--

ca (van den Biggelaar, 1977).

Lxperiments realitzats per van den Biggelaar i Guerrier (1979) mostren que
c¢uan s'inhibeix el contacte amb els micromers del pol animal, cap dels
macromers és induit a formar el mesentoblast. Aquests resultats exclouen
la possibilitat que un dels macromers estigui predeterminat per a esdeve-
nir 3D, i suggereixen que les interaccions cel.lulars estan implicades en

la determinacié de la cél.lula soca del mesoderm.

La possibilitat de vies de comunicacié cel.lular relacionades amb el me-

canisme d'induccié ha motivat 1l'estudi del transport funcional de marcadors

cel.lulars. Esta genaralment acceptat que pel bescanvi intercal.lular de




substancies reguladores un dels millors candidats sén les unions intimes
("gap junctions") (Peracchia, 1980). En embrions de Patella, s'han descrit
unions intimes a partir de l'estadi de 4 cél.lules (Dorresteijn et al.
1982). En estudis previs s'injectaren aquests embrions amb el marcador
flourescent "Lucifer Yellow" (De Laat et al. 1980; van den Biggelaar et
al. 1981; van den Biggelaar i Dorresteijn, 1982). A causa del seu baix

2es molecular (430 daltons), el "Lucifer Yellow" és un indicador de 1'a-
coblament cel.lular per unions intimes. Un resultat important va ser 1'ab-
séncia de transport de "Lucifer Yellow" abans de la 52 segmentacid, i 1l'a-
parici6é de transport entre la 52 i 62 segmentacié. En el mateix periode

és quan un dels quatre macromers és induit a mesentoblast.

Encara que en un principi s'associeren 1l'aparicié de 1'escampament de
tincié i la induccid del 3D (De Laat et al. 1980), posteriorment s'ha
demostrat que no hi ha relacié aparent (Dorresteijn et al. 1983). El
"Lucifer Yellow'" es detecta només entre la cél.lula injectada i les cé-
l.lules veines, perd mai traspassava la zona de contacte entre 3D i els
micromers animals. A nivell ultrastructural les unions intimes sén absen-
tes en aquesta zona. Aixi doncs, sembla ser que les unions intimes no es-
tan implicades en el bescanvi de senyals informacionals per a la induccid

del mesentoblast.

Si els canals especialitzats en 1l'estadi de 32 cél.lules sén unions inti-
mes, molécules de pes molecular superior a 1,100 daltons no es transfe-
ririen d'una cél.lula a l'altre. Per tant, com a experiment control varem
injectar l'enzim peroxidasa de rave (HRP, pes molecular = 40,000 daltons)
en els estadis primerencs de Patella. Al contrari del que cal esperar, la
4ARP pot ser transportada a partir de la 52 segmentacié amb un patré i di-
.eccid especifics (van den Biggelaar et al. in press, Kiihtreiber at al.
submitted). En aquest treball presentem evidéncia del transport inter-

cel.lular de HRP.

lesultats i discussid

Zmbrions en estadis compressos entre 4 cél.lules i 32 cél.lules varen ser
injectats amb HRP (Sigma T. VI) per iontoforesi. En cap dels casos es tro-

Ja transport de HRP. Només la cél.lula injectada estava marcada positiva-

ment després del tractament amb DAB/H202 (Fig. 1). Per a comprovar la

qualitat de les injeccions i ©i 1z :usnsites d'enzim afectava el Datrd de
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Fig. 1l.— Embrié de Patella
coerulea injectat amb HRP en
l'estadi de 32 cél.lules. Fi-
xat just abans del contacte
del macromer 3D amb els micro-
_,#' mers, 25 min després de la 52
segmentacié. Seccid Optica. L:

3 '1n  cél.lula injectada és la 3D.

Fig. 1.- 32-cell embryo of

Patella coerulea injected wit

HRP 25 min after Sth cleavage

in the macromere 3D. Optical
section: only 3D is marked by

the DAB-staining.

segmentacid, s'injectaren embrions en l'estadi de 4 cél.lules i es varerl
deixar desenvolupar fins després de la 52 segmentacié. Només les cél.lu-
les filles de la cél.lula injectada estaven marcades. No obstant aixo, si
1'embrié injectat es deixava desenvolupar fins a l'estadi de 32 cél.lules
avangat, el marcatge es detectava en altres cél.lules fora de les cél.lu-
les filles. En tots els experiments, l'aparicié de marcatge fora de la
progénie de la cél.lula injectada era en el mateix moment: en 1l'estadi

de 32 cél.lules (45-50 minuts després de la 52 segmentacid) (Fig. 2).

Cabria la possibilitat que siguin els productes de la reaccid DﬁB/H202
de fixacié els que sbén transportats en lloc de la HRP. Per descartar
aquesta possibilitat, embrions injectats a l'estadi de 32 cél.lules es
varen biseccionar "in vivo" i després fixar. Durant la reaccid DAB/H202:
si hi ha difusié de productes secundaris, només una de les meitats sera
positiva a la reaccié. Si la HRP es transporta especificament les dues
meitats sran positives. Els resultats mostraren que ambdues meitats hi

tenien marcatge, és a dir, el transport té lloc en 1l'embrié viu abans

1

mateix evneriment per a embrions cde 16 cél.lules, només

e fixat. En e
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Fig. 2.- Embrid de Patella vulgata injectat a l'estadi de 32 cél.lules.

Fixat després del contacte del macromer 3D amb els micromers,

¥ 80 min després de la 52 segmentacié. (a la esquerra). Control
(a la dereta) tractat amb DAB/H202 durant el mateix temps que

1'experimental.

7ig. 2.- Patella vulgata. Control embryo (1eft) = 80 min after Sth clea-

vage. Negative. Experimental embryo (rigth): a number of blasto-
meres are stained dark. One cell has been injected with HRP. Mo .

than one cell labelled means transport.

una de les meitats és positiva a la reaccid.

D'aquests experiments podem conclure que la HRP no pot utilitzar-se en
smbrions de Patella com a marcador cel.lular fidedigne, ja que pot ser
cransportada intercel.lularment. Una segona conclusié és que els mecanis-
ies de transport del "Lucifer Yellow" i la HRP han de ser diferents, ja
jue hi ha una diferéncia significativa en el moment de ser transportats.
asquesta premisa es veu reforgada per la diferéncia en el patrdé de trans-
sort del marcador. En 1'estadi de 32 cél.lules, el "Lucifer Yellow" és
cransferit a totes les cél.lules veines de la cél.lula injectada, sense
cap restriccié. En canvi, la HRP no és transportada a totes les cél.lu-

les veines i tampoc en la mateixa intensitat.

Injeccions de HRP en el pol vegetal de 1'embrié mostren que 1l'aparicid
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de transport concideix amb el moment del contacte cel.lular entre 3D i
els micromers del pol animal. Quan la cél.lula injectada és 3D, s'observ:
que la HRP és transportada directament cap el pol animal, des de la cé-
l.1lula injectada i atravesant la zona de contacte. Per altra banda, in-
Jectant un dels micrdomers animals no es detecta transferéncia de HRP cap

el macromer 3D.

A causa da l'especificitat del transport unidireccional de HRP (T. VI)
entre 3D i els micromers animals, el mecanisme de transport podria estar
:nvolucrat en la transferéncia de senyals per a la determinacid de les

Linies cel.lulars enembrions de Patella.

squesta unidireccionalitat es veu revertida en ijectar HRP amb carrega
negativa (T. VIII). Quan és injectada en 3D, es transfereix cap el pol
animal per via de les cél.lules perifériques i no directament pel mateix
3D. Les diferents vies del patré de transport entre la HRP de carrega po--
sitiva (T. VI) i la HRP de carrega negativa (T. VIII) indiquen que les

diferéncies de carrega poden estar implicades en aquest fendmen.

Actualment estem estudiant 1l'acoblament eléctric entre aguestes cél.lulec
després de la 52 segementacié. La formacid de gradients de voltatge entre
el pol animal i el pol vegetal poden estar involucrats en la progressid

de la segregacié citoplasmatica.

Material i métodes

Animals adults de Patella vulgata i P. coerulea provenien de Roscoff

(Bretanya) i Arenys de Mar (Catalunya) respectivament. Es mantenien en
aquaris amb aigua de mar corrent, a 15°C. Els gametes madurs es poden
obtenir obrint lateralment 1'animal. La fecundacié artificial i sincro-
nitzacié es realitzaren segons van den Biggelaar (1977). Per a facilitar
la penetracié dels microelectrodes, ss'extreia la capsula gelatinosa que
cobreix 1'embrié, amb aigua de mar acidificada (pH = 4.0) durant 1-2 min.
Aquest tractament es feia 15 minuts abans de 1l'injeccié i no afecta el

-esenvolupament normal.

.es injeccions es feien per iontoforesi, utilitzant microelectrodes de

sidre amb filament (Clark, GC 150F-4), construits amb un estirador MECA-

.EX BH-CC. La punta s'omplia amb HRP (10 mgr/ml 0.2M KC1l) i la resta amb
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0.2M KCl. La resisténcia dels electrodes era 80-150 m£2. En cada injeccis
es controlava el potencial de membrana per a evaluar l'estabilitat de la
membrana i les condicions de la cél.lula. S'aplicaren pulsos hiperpolarit
zants (duracié: 4 seg amplitut: 9nA) en intervals de 30 seg durant 7 min,
o bé per pulsos continus (amplitut: 9 nA, duracidé 10 seg) aplicant-ne

quatre en 2 min.

Després de la iontoforesi, els embrions es fixaven amb glutaraldehid 2 %
( en 0.1M cacodilat buffer, pH = 7.4) durant 2 hores. Temps suficient per
a inactivar la peroxidasa endogena. El1 procés de tincidé es feia per la

técnica de la diaminobenzidina (Sigma) - H202 (DAB/H202), durant 5 minuts
(Kiihtreiber et al, 1985, submitted).

Zn els experiemnts de biseccid, els embrioms injectats es partien en
dues meitats utilitzant agulles de vidre d'un jum aproximadament de dia-

mnetre. L'operacidé es dirigia per micromanipuladors.
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