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INTRODUCCIO

1.COMUNICACIO INTERCEL.LULAR.VIES DE SENYALITZACIO. LA
VIA WNT

1.1 Comunicacio intercel.lular. Vies de senyalitzacio

Al llarg del desenvolupament s'originen multiples respostes, pero la gran majoria
d'esdeveniments de senyalitzaci6 i comunicacid que acaben donant lloc a dites respostes
biologiques impliquen inicialment només a un grup reduit de moleécules. Una de les
troballes més sorprenents sobre la senyalitzacid fou precissament el fet que existeixen
poques vies 1 que s'utilitzen repetidament al llarg del desenvolupament dels individus 1
de l'evolucié dels metazous (Pires-da Silva i Sommer, 2003). Es parla de set grans vies
de senyalitzacié cel.lula-cel.lula que regeixen i1 son responsables de la major part del
desenvolupament d'un organisme: les molecules de membrana Notch-Delta, els
transforming growth factors-f (TGF- B), els Hedgehog (Hh), la via dels RTK (receptor
tyrosine kinase), la via de Janus kinase(JAK)/signal transducer and activator of
transcription(STAT), els mecanismes que impliquen els receptors d'hormones nuclears
1 els Wnts. Pero segons alguns autors (Gerhart, 1999) la llista es fa més llarga: es
consideren 17 vies de senyalitzacié; cinc d’elles son utilitzades repetidament en el
desenvolupament primerenc de metazous evolucionats com els vertebrats, els artropodes
o els nematodes; cinc més sén emprades repetidament en fases més avangades del
desenvolupament, com 1’organogenesi i la citodiferenciacio; i les set restants s’utilitzen

quasi exclussivament en el funcionament fisologic del fetus, juvenil i adult:

Early development and later

1.Wnt pathway

2.Receptor serine/threonine kinase (TGFf) pathway
3.Hedgehog pathway

4.Receptor tyrosine kinase (small G proteins) pathway
5.Notch/Delta pathway Taula 1. Les 17 vies
Mid-development and later de senyalitzacid
6.Cytokine receptor (cytoplasmic tyrosine kinases) pathway| intercel.luar. Tret de
8.Nuclear hormone receptor pathway ’
9.Apoptosis pathway

10.Receptor phosphotyrosine phosphatase pathway
Larval/adult physiology

1.Receptor guanylate cyclase pathway

12.Nitric oxide receptor pathway

13.G-protein coupled receptor (large G proteins) pathway
14.Integrin pathway

15.Cadherin pathway

16.Gap junction pathway

17.Ligand-gated cation channel pathway




INTRODUCCIO

Ara bé, si l'organisme disposa d'un nombre tan limitat de molecules de
senyalitzacid, com s'aconsegueix l'especifitat en cada cas? Dita especificiat depen en
primer lloc de la historia de la cel.lula (competéncia cel.lular), de la intensitat de la
senyal rebuda i de les interaccions reguladores amb altres cascades de senyalitzacio. Per
tant, una de les propietats que han de presentar les vies de senyalitzacid ¢és la flexibilitat
per poder generar diferents respostes a diferents teixits i especies, i €s per aixo que
enlloc de ser cascades linials solen haver-hi diferents nivells d'embrancament.

Davant d'aquesta flexibilitat, quins son els mecanismes emprats per aconseguir
aquella especifitat que deiem en cada cas? Es proposen cinc mecanismes diferenciats
(Pires da-Silva 1 Sommer, 2003): primer (a. a la figura 1), un mateix receptor pot activar
diferents efectors nuclears segons el teixit; segon (b. a la figura 1), la diferent cinética
del lligand o del receptor pot produir diferents respostes cel.lulars (per exemple el
receptor Fz2 té una afinitat deu vegades major per Wg que el receptor Fz; la primera
uni6 activa l'anomenada via Wnt canonica i1 la segona interaccid produeix
reorganitzacions al citoesquelet; tercer (c. a la figura 1), l'activacié combinatorial per
més d'una via, és a dir, moltes vies poden ser integrades bé a nivell de proteines
senyalitzadores, bé a nivell dels enhancers dels gens diana; quart (d. a la figura 1),
l'existéncia d'especificitat tissular per certs factors de transcripcid; i cinque (e. a la
figura 1), la possibilitat de compartimentalitzacié a la c¢l.lula (formacié de complexes
proteics citossolics, evitant aixi per exemple, senyalitzacions creuades per part de
proteines que poden participar en diferents vies, com la quinasa GSK-3 que, com

veurem, esta implicada a la via Wnt i al metabolisme del glicogen, entre d’altres).
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La robustesa seria una de les altres propietats d'una via de senyalitzacid,
robustesa aconseguida per mig de feed-back loops positius (que amplifiquen,
estabilitzen o prolonguen la senyal) i negatius (inhibeixen i/o limiten la senyalitzacid).

Sembla ser doncs que pel desenvolupament dels organismes €s crucial que les
cel.lules puguin comunicar-se entre elles, 1 aix0 sovint esta mediat per molecules

senyalitzadores secretables que s'uneixen a receptors de la superficie cel.lular i que
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modulen l'activitat d'efectors intracel.lulars especifics. Aixi s'ha demostrat que actuen

les proteines Wnt, activant vies de senyalitzacid que controlen una amplia diversitat de

processos del desenvolupament, com l'especificacié de desti cel.lular, la proliferacio, la

polaritat i la migraci6 cel.lular entre molts d'altres.

GLIk1

rGL-2

GLI-3

Theorttizal Biophysi=z Fmou

Figura 2. Exemple d'una via de
senyalitzacio: via de Shh (Sonic
Hedgehog). L’activacio té lloc a
través de la unid de Shh a un
complex receptor que inclou
Patched (Ptc-1) i Smoothened, un
receptor acoplat a proteines-G.
Ptc-1 és una proteina integral de
membrana amb 12 dominis
transmembrana que actua inhibint
I’activaci6 de  Smoothened.
Downstream de  Smoothened
participen les proteines de la
familia  d’activadors de la
transcripcié  Gli: Gli-1, Gli-2 i
Gli-3, homologues de cubitus
interruptus de Drosophila. Les
quinases GSK-3 i PKA inhibeixen
la via. Supressor of Fused
(SUFU) interacciona directament
amb les proteines Gli inhibint
també la via, mentre que
Dyrkl1,una altra quinasa que actua
per mig d’una altra via, estimula
I’activacié de la transcripcio per
part de Gli-1. Tret de
http://www.biocarta.com/pathfiles
/h_shhPathway.asp.

Figura 3. Via dels receptors
nuclears d’hormones. Els receptors
d’hormones nuclears son factors de
transcripcié activats per lligand que
regulen I’expressio génica
interaccionant amb  seqiiencies
especifiques de DNA upstream dels
seus gens diana. El mecanisme
d’accié seria: 1) activacio del
receptor per unid de la hormona; 2)
unio del receptor al DNA i regulacié
de la transcripcio. R: nuclear
hormone receptor; HRE: hormone
response element; hsp90: heat shock
protein, que, en aquest cas fa
d’iniciadora del procés. Tret de
http://www ks.uiuc.edu/Research/pr
o DNA/ster horm rec/
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1.2 La via Wnt

1.2.1 Historia i filogenia

El primer gen Wnt, el gen Wnt-1 de ratoli (inicialment anomenat int-1), va ser
descobert el 1982 com a proto-oncogen activat per la integracid de virus de tumors
mamaris de ratoli a tumors mamaris. Per tant, per la potencial implicaci6 dels Wnts en
cancer, aquesta va ser I’area de recerca inicial, de la que en parlarem breument més
endavant. Posteriorment, pero, la identificacio molecular de wingless (wg), un gen de
polaritat segmental de Drosophila, com a ortoleg del Wnt-1 de ratoli 1 1’analisi fenotipic
de les mutacions al ratoli van fer concloure amb claredat que els Wnts regulaven moltes
de les decissions del desenvolupament. S’han descobert més de 100 gens Wnt fins el
moment, des de I’huma fins als cnidaris, definits per homologia de seqii¢ncia respecte
els membres originals Wnt-1 de ratoli 1 wg de Drosophila.

Per tant, dos varen ser els focus inicials d’estudi 1 descobriments de la via Wnt:
-descobriment de wingless (wg) com a gen de polaritat segmental a Drosophila
-descobriment de la implicacid de la via Wnt a la formacid dels eixos embridnics

a vertebrats
Per analisi mutacional i estudis d'epistassia genética es van identificar els

primers elements i ordre de la via a Drosophila: els components de I'anomenada via

Wnt canonica (com veurem s'ha definit més d'una via de senyalitzacié que activen

aquestes proteines) van ser identificats inicialment com a mutacions que produien

efectes iguals o oposats als observats als mutants wg (Cadigan i Nusse, 1997) a

Drosophila, 1 també per assajos de yeast-two-hybrid 1 activity-based screens s'han pogut

identificar molts elements de la via.

Tot 1 haver-se identificat membres de la familia Wnt tant a vertebrats
com a invertebrats, sembla ser que son inexistens a plantes, a eucariotes unicel.lulars
com Saccharomyces cerevisae, als coanoflagelats (Protozous unicel.lulars i colonials
considerats molt propers als Metazous) i a procariotes. Fins el moment, 19 gens Wnt
s'han trobat al genoma huma, almenys 18 al del ratoli, 16 a Xenopus, 11 a pollastre 1 12
a peix zebra, entre d'altres. Els genomes de vertebrats contenen moltes combinacions de
gens Wnt altament similars, als quals s'hi refereix normalment com a parelles A-B.
Entre els invertebrats sembla que el nombre €s menor: entre els més estudiats en

trobem 7 a Drosophila, 5 a C.elegans i un al cnidari Hydra, entre d'altres. Molt
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recentment, perd, s’ha descrit al cnidari Nematostella vectensis 1’existéncia de 12
lligands Wnt diferents (Kusserow et al., 2005).
En aquest treball caracteritzem el primer Wnt trobat a Platihelmints i el primer Wnt de

la subclasse 5 trobat a Lofotrocozous.

La majoria de gens Wnt doncs han estat aillats de dos dels tres grans grups de
bilaterals: els deuterostoms i els ecdizosous. A l'article de Prud 'homme ef al., del 2002
mostren l'aillament de diversos gens Wnt de dos Lofotrocozous: Platynereis dumerilii
(un anelid) i Patella vulgata (un molusc). Aquest i altres analisis filogenétics parlen de
l'existencia de 12 subfamilies de Wnts, 9 de les quals eren ja presents a l'ancestre comu
dels bilaterals, Urbilateria, donant idea de la complexitat genética d'aquest ancestre. La
figura 4 mostra els 6 gens Wnt aillats de Platynereis dumerilii i els 4 de Patella vulgata,
juntament amb els 19 de I'huma, com a representatius dels diferents vertebrats, els 7 de
Drosophila i els 5 de C.elegans, i els gens Wnt de I'amfiox (cordat no vertebrat) i d'un
equinoderm (deuterostom no cordat). Es tracta de 12 subfamilies paralogues (originades
per duplicacid), contenint gens ortolegs (originats per especiacio). Com hem dit, al
cnidari Hydra s'ha aillat un gen Wnt homoleg a la subfamilia Wnt3, fet que semblaria
indicar que aquesta subfamilia existiria abans de la divergencia entre bilaterals i
cnidaris. Molt recentment, pero, i com hem apuntat unes linies més amunt, s’ha publicat
I’existéncia a Nematostella vectensis, un representant del grup basal de cnidaris, de 12
gens Wnt diferents (Kusserow et al., 2005) (figura 5b). Aixi doncs, els cnidaris
posseeixen representants de 11 de les 12 subfamilies Wnt (sembla ser que NvWnt7 i
NvWnt8 representarien una duplicacid especifica de cnidaris o antozous). Segons els
autors d’aquest estudi, a vertebrats trobariem les 12 subfamilies, mentre que a als
ecdizosous només en trobariem 7 en el cas de Drosophila 1 5 en el cas de C.elegans. A
lofotrocozous, 1'altre gran grup del clade dels protostoms, les subfamilies -3, -6, -8 1 -11
no han estat identificades fins el moment, 1 és per aix0 que encara no esta clar quins
gens Wnt existien al punt de divergencia entre protostoms i deuterostoms. Pel que fa a
la sufamilia WntA, tots dos estudis, el de Prud’Homme ez al., 1 el de Kusserow et al.,
coincideixen en que s'ha perdut durant l'evolucidé dels deuterostoms. Una altra
observacid filogenetica important que es dedueix de tots dos treballs és que
possiblement existiren perdues de gens Wnt als llinatges dels ecdizosous perque tant
Drosophila com C.elegans presenten un nombre menor de gens Wnt que Urbilateria,

havent passat el mateix amb altres families de gens. A més, les seqiiencies del gens
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d'aquests dos organismes model son molt divergents, fet que fa dificil establir relacions
d'ortologia amb altres gens. La sorprenent nova informacié revelada a l'estudi de
Kusserow et al., 2005 és que cnidaris i bilaterals doncs comparteixen 11 de les 12
subfamilies conegudes (WntA, Wnt1-8 i Wnt10-11; només el Wnt-9 no ha estat trobat a
cnidaris) i, per tant, segurament presents abans de la divergéncia entre bilaterals i
cnidaris. L'altim ancestre comu entre tots dos, Ur-metazoa, deuria contenir-los tots 11 al
seu genoma. Aquests descobriments donen idea de l'ancestralitat d'aquesta familia de
proteines que devien apareixer aproximadament fa uns 650Ma (Peterson et al., 2004),
controlant funcions essencials per la diversificacié dels diferents plans corporals dels
organismes.

A la figura 4 es pot veure també com només hi ha parelles de gens de la mateixa
subfamilia a partir dels vertebrats, ja que a I’amfiox, que en seria el grup germa, només
hi ha un gen ortoleg en 5 de cada 7 casos. Possiblement aquestes parelles son resultat de
la duplicacié esdevinguda durant I'evolucid dels vertebrats. De fet es postula que la
duplicacié de molts gens reguladors permet la diversitat morfologica dels metazous
(Holland i Garcia-Fernandez 1996; Valentine et al., 1996, Chervitz et al., 1998). Del
que es dedueix a l'article de Prud 'Homme et al., les uniques relacions filogenctiques
clares entre les diferents subfamilies son el clustering per una banda de Wnt-4 1 -11, 1 de
Wnt-1, -6, -10, per Ialtra (figura 5A). Al genoma huma i també al del ratoli trobem de
fet alguns dels gens Wnt en clusters de dos, per exemple, Wnt6 1 Wnt10a, Wntl i Wnt
10b 1 Wnt3 i Wntl5. També al genoma de Drosophila, Wg (ortdleg del Wnt-1 de
vertebrats), DWnt6 i DWntl0 es troben immediatament adjacents 1'un de 'altre al segon
cromosoma. Per tant sembla que podia haver existit un cluster ancestral de gens Wnt
consistent en Wntl, Wnt6 1 Wntl0 a l'ancestre comu de vertebrats i1 artropods. A
vertebrats podria haver-se duplicat aquest c/uster amb la subseqiient perdua del Wntl
d'un cluster i del Wnt6 de l'altre. Les dades de Kusserow et al., 2005 suporten la idea
d'un cluster de gens Wnt -1, -6, -9 i -3 a l'ancestre comu de cnidaris i bilaterals (figura
5B).

Una de les aportacions més importants de l'article de Prud 'Homme és que els
permet determinar 'ancestralitat de dues subfamilies: Wnt-2-13 1 Wnt-9-14-15, que fins
aquell moment no s'havien trobat fora de vertebrats (tot i que sembla que DWnt4 podria
ser un ortoleg ambigu de la subfamilia Wnt-9-14-15). La idea d'ancestralitat d'aquestes

subfamilies es veu ara reforgada amb I'estudi a N.vectensis, excepte pel que fa a la
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subfamilia Wnt-9 que, com hem dit, pot haver-se perdut en I'evolucio al llinatge dels

cnidaris.
WHNT1 Wi WNTID WHTA WHTTT WNTE WHTA WNT2 WNTZ WHNIG WNTT T
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Fly [ =] || x 4 x b4 x x k3 |
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Figura 4. Distribucid dels gens Wnt als Metazous. Es mostra la posicid dels tltims ancestres comuns de les
principals subdividions dels metazous: U, Urbilateria, ancestre dels bilaterals; D, ancestre dels
deuterostoms; P, ancestre dels protostoms; E, ancestre dels ecdizosous; L, ancestre dels lofotrocozous. Els
signes d’interrogacio indiquen relacions d’ortologia incertes. Les caixes son sinonim de preséncia d’un
determinat membre Wnt a un grup donat. Una "X" indica que no s’ha trobat un homoleg d’aquella
subfamilia al genoma d’aquell organisme. Cal tenir en compte que de molts organismes encara no en tenim
el genoma totalment seqiienciat. El signe d’interrogacié de la cantonada dreta a dalt significa gens Wnt
orfes. Els nom sencer de les subfamilies Wnt2 and Wnt9 son Wnt2/13 i Wnt9/14/15, respectivament. Tret
de Prud'Homme et al., 2002
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Figura 5A. Arbre filogenctic consens de la familia Wnt. La discussio esta al text. Els valors
estadistics per les diferents subfamilies (MP, ML, m¢tode Bayesia) s’indiquen als nodes. Av, Alopias
vulpinus (taurd); Bf, Branchiostoma floridae (amfiox); Ce, Caenorhabditis elegans; Cs, Cupiennius salei
(aranya); Dm, Drosophila melanogaster; Es, Eptatretus stoutii (hagfish); Et, Evasterias troschelii (equinoderm);
Hs, Homo sapiens; Hv, Hydra vulgaris; Mc, Mysidium columbiae (crustaci); Pdu, Platynereis dumerilii (an¢lid);
Pvu, Patella vulgata (molusc); Sp, Strongylocentrotus purpuratus (equinoderm); TI, Triops longicaudatus
(crustaci); Tr, Terebratulina retusa (braquiopod). Els gens de deuterostoms estan en cursiva, els gens de
lofotrocozous en negreta, 1’inic d’Hydra en negreta i cursiva i els d’ecdizosous en grafia normal. Tret
de Prud’Homme et al., 2002
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Figura SB. Arbre filogenétic consens Bayesia de la familia Wnt. La discussio esta al text. Els nimeros a la
dreta de les branques representen valors de diferents analisis. Els de I’analisi Bayesia estan a totes les
branques i els trobats per MP (Paup) i els de ML (TREE- PUZZLE) entre paréntesi. Bf, Branchiostoma
floridae (amfiox); Bm, Bombyx moori (insecte); Ce, Caenorhabditis elegans; Dm, Drosophila melanogaster;
Hs, Homo sapiens; Hv, Hydra vulgaris; Nv, Nematostella vectensis (anémona de mar); Pd, Plathynereis
dumerlii (poliquet); Pv, Patella vulgata (molusc), Ag, Anopheles gambiae. Els gens de bilaterals estan en
cursiva, els gens de N. vectensis en negreta i els de H. vulgaris en cursiva i negreta. Tret de Kusserow et al.,
2005.
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A nivell de seqiiéncia, patrons d'expressié i funcions aquests gens estan altament
conservats en l'evolucid 1 aixo ha facilitat estudiar-ne les activitats i mecanismes d'accio.
Com déiem, son gens altament conservats entre les diferents espécies de vertebrats i
invertebrats. La majoria de proteines Wnt tenen aproximadament un 35% d'identitat de
seqiiencia aminoacidica, perd els membres d'un mateix subgrup (p.ex Wnt3 i Wnt3a)
poden presentar entre un 58% 1 un 83% d'identitat de seqiiencia i també patrons
d'expressi6 en part solapants. A vertebrats els ortolegs de diferents espécies son
altament similars en seqiiencia. Per exemple el Wntl huma i el de ratoli sén idéntics en
un 98% 1 els Wnt5 d'huma i Xenopus soén idéntics en un 84%. També hi ha relacions
d'ortologia entre I'huma i1 Drosophila, en percentatges que van d'un 21% entre el
Wnt8a/d d'huma i el DWnt8 de Drosophila, a un 42% entre el Wntl d'huma 1 el wg de
Drosophila. En canvi és més dificil establir relacions d'ortologia amb els Wnts de
C.elegans.

Molts resultats demostraren des dels inicis dels estudis d'aquestes molecules
que existien proteines Wnt funcionalment diferents i que sovint les vies de senyalitzacid
activades per aquests lligands regulaven l'expressid geénica perd a través d'interaccions
combinatorials amb altres vies de senyalitzacio. En primer lloc, pero, quins son els trets

estructurals que defineixen aquesta familia de proteines?

11
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1.2.2 Caracteristiques estructurals de les proteines Wnt

Els gens Wnt codifiquen per glicoproteines d'uns 350-400 aminoacids de
longitud. El pes molecular de les diferents proteines Wnt humanes és molt semblant,
ocupant un rang desde 39KDa (Wnt7a) fins 46KDa (Wntl10a). A Drosophila també son
similars en mida, amb excepcido de Wg que fa 54 KDa i té una insercid interna no
trobada als seus ortolegs a vertebrats, i DWnt3/5 que fa uns 112KDa. Malhauradament,
degut al seu alt grau d'insolubilitat, poc se'n sap de l'estructura d'aquest conjunt de
proteines; aixo si, totes elles presenten 23 o 24 residus de cisteines al llarg de la
seqliencia, amb I'espai relatiu entre elles forga conservat, suggerint la possibilitat que el
plegament de la proteina Wnt depengui de la formacié de multiples ponts disulfur
intramoleculars (Figura 6). A més de les cisteines, a la seqtiencia trobem altres residus
invariants (Yang-Snyder et al., 1996). Aquestes molécules presenten caracteristiques
tipiques dels factors de creixement secretables: una senyal hidrofobica (seqiiencia
conservada entre els Wnts: CKCHGvVSGSC) 1 una seqiiéncia conservada oligosacaridica
lligada a asparagina. La regid carboxi-terminal sembla implicada a determinar
l'especificitat de respostes als diferents Wnts (Du et al, 1995). De fet, mutants on s'ha
deleccionat 1'extrem carboxi-terminal poden actuar com a formes dominants negatives

de manera cel.lular autonoma.

Amino Carboxyl
terminus terminus

CCcecccC caco C CCCC ccccccC

Figura 6. Esquema de I’estructura tipica d'una proteina Wnt amb els residus conservats
de cisteines. Modificat de Miller, 2002

Com d¢eiem, un dels trets estructurals tipics d'una proteina Wnt ¢és el seu grau
d'insolubilitat. A diferéncia d'altres molécules senyalitzadores com les proteines
Hedgehog o BMPs, han calgut molts esfor¢os per poder aillar els Wnts en forma activa.
Moltes aproximacions que han restat sense ser publicades consistien en intents de
produir proteines Wnt secretades en cultius cel.lulars. Normalment, la sobreexpressio

d'aquests gens en cel.lules en cultiu resultava en una acumulaci6 de proteina mal
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plegada al recticle endoplasmatic (Kitajewski et al., 1992). Es trobaven formes
secretades de les proteines Wnt a la matriu extracel.lular o a la superficie de la cel.lula
(Bradley 1 Brown, 1990; Papkoff i Schryver, 1990; Burrus i McMahon, 1995; Schryver
et al., 1996), pero cap dels esforcos per solubilitzar dit material havien tingut exit. M¢és
endavant es van desenvolupar diferents metodes per produir-ne formes solubles; tot i
que al principi només es recuperava una petita quantitat de proteina, els assajos in vitro
demostraren que eren formes actives. L'activitat de Wg podia ser testada per 1'estabilitat
de la proteina downstream B-catenina, i la de la proteina Wnt-1 per la induccié de
transformacié morfologica de cel.lules diana (Jue et al., 1992; Bradley i Brown, 1995).
A Tlarticle de Willert er al., 2003 aconsegueixen aillar el producte del gen Wnt3a de
ratoli, observant que una de les cisteines conservades (en concret C77 que €s present a
tots els Wnts) es troba lligada a acid palmitic 1 demostren que aquesta modificacio és
necessaria per l'activitat proteica. Aixi doncs, les molecules Wnt degut a aquesta
modificacié lipidica son molt més hidrofobiques que el que s'havia predit a partir de la
seva seqiiencia primaria d'aminoacids. La major part de molécules que les cel.lules
secreten es troben glicosilades perd no acilades, tot i que diferents estudis com déiem
demostren que no només Wnt, sind també el producte del gen Hedgehog porta palmitat
associat covalentment (Pepinsky et al., 1998; Willert et al., 2003). En el cas d'aquesta
ultima proteina existeix una segona modificacio lipidica en forma de colesterol (Porter

et al., 1996) (figura 7).

MNucleus Porg/MOM-1 Nucleus L
Dispatchad
s 00004
LY
c D
Chalestenal
Palmitate

Figura 7. Produccié de proteines Wnt i Hedgehog modificades
lipidicament. Tret de Nusse, 2003
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1.2.3 Secrecio, transport i recepcio dels lligands Wnt

Es tracta de molécules que son secretades, 1 per aixd sembla essencial el paper
de la proteina porcupine, que, mutada, provoca una retencid de la proteina Wg al reticle
endoplasmatic. No se sap prou bé si les proteines Wnt se secreten com a monomers,
oligomers o formant part d'un complexe multiproteic. El que si que es coneix €s que es
tracta de molecules que es glicosilen tot i que encara no es coneix el motiu d'aquestes
glicosilacions. Un cop secretades, les proteines Wnt s'associen amb glicosaminoglicans
de la matriu extracel.lular 1 s'uneixen amb for¢a a la membrana de la cél.lula, tot i que

com hem dit a l'anterior subapartat, es possible recollir proteina Wnt del medi de

cel.lules de cultiu.

Com a totes les vies de senyalitzacio i comunicacid cel.lular, els mecanismes de

transport i localitzacidé dels components de la via sén essencials perque la senyal es

propagui i distribueixi correctament a través dels teixits en desenvolupament.
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Figura 8. A Drosophila tant wg com en
son gens de polaritat segmental, que
estableixen un Joop regulador positiu a
nivell de la cuticula larvaria. En es troba
sota el control de la via Wnt canonica. Tret
de Carroll et al., 2001

Els Wnts controlen esdeveniments de curt 1 llarg
abastament, per exemple, a Drosophila, wg, com a
funcié a curta distancia, activa la transcripcid
d'engrailed (enm) 1 controla l'especificacié de
cuticula "nua". Una autoactivacid autocrina manté
l'expressido de wg a una linia de cel.lules, 1 a les
immediatament adjacents, i de forma paracrina,
s'activa l'expressio de hedgehog 1 engrailed, que al
seu torn, via feed-back loop, mantenen l'expressid
de wg (figura 8). La senyalitzaci6 Wnt cap a
cel.lules adjacents no requereix endocitosi, pero si
es bloqueja dit transport, les conseqiiéncies
funcionals es revelen per l'acumulacié d'drmadillo,

que és una evidéncia molecular directa de la

senyalitzacio Wnt.

Com a exemple de funcio a llarga distancia, wg especifica el patr6é de diversitat

(longitud i orientacio) de denticles. En els events de llarga distancia hi juguen un paper
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essencial I'endocitosi i les vesicules. Actuen doncs els Wnts com a morfogens? Es a dir,
poden alterar 1'expressio genica de forma depenent de concentracid originant diferents
respostes a diverses distancies del lloc de secrecié? Aquest aspecte ha estat estudiat
sobretot per Wg perque existeixen bons anticossos disponibles, i s'ha demostrat que la
proteina pot ser trobada a moltes cel.lules de distancia de la cel.lula secretora (revisat a
Cadigan 1 Nusse, 1997); els mutants per Wg, a més, presenten fenotips que abarquen
arees més grans que el domini d'expressio del mRNA. I, per altra banda, diferents
experiments son consistents amb el fet que les dianes a curta distancia per Wg
requereixen més activitat Wg que la requerida per dianes existents a més llarga
distancia.

Extracel.lularment, hi ha altres molecules que poden modular la senyalitzacié
Whnt, son inhibidors extracel.lulars entre els que trobariem per exemple Cerberus que, a
més, funciona com antagonista multivalent de diferents factors de creixement (Piccolo
et al., 1999). En realitat, podriem classificar aquests antagonistes extracel.lulars en
funcid de si s'uneixen als lligands Wnt o a una de les subunitats del complex receptor
dels Wnt a la superficie cel.lular. Al primer tipus pertanyen les proteines de la familia
sFRP (secreted Frizzled-related protein), la proteina WIF (Wnt Inhibitory Factor)-1 1
Cerberus. La segona classe inclou membres de la familia Dickkopf (Dkk), que
inhibeixen la senyalitzaci6 Wnt unint-se al component LRP5/LRP6 del complexe
receptor dels Wnts. El que esta clar és que la recepcid i transduccid de la senyal Wnt per
mig de la que anomenem via canonica implica la uni6 de les proteines Wnt a membres
de dues families diferents de receptors a la superficie cel.lular: uns serien els membres
de la familia Frizzled (Fzd) i els segons serien membres de les "LDL-receptor-related
proteins" (LRP). La iniciaci6 de la senyalitzaci6 per la via no-canonica implica la unio
de lligands Wnt amb receptors Fzd perod en abscéncia de membres LRP. Es per aixo que
en teoria els antagonistes de la primera classe podrien inhibir tots dos tipus de vies,
mentre que els membres de la classe Dickkopf inhibirien especificament la via canonica
( Kawano i Kypta, 2003), segons es mostra a la figura 9. L'estructura d'un tipic receptor
Fzd consisteix en un domini N-terminal ric en cisteines (CRD), set dominis
transmembrana 1 una cua citoplasmatica curta que conté un domini PDZ consens de
motiu S/T-X-V (segons el codi en lletra unica d'aminoacids) a l'extrem C-terminal

(figura 10).

15



INTRODUCCIO
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Figura 9. Regulacié de la via Wnt per part dels seus antagonistes extracel.lulars . Tret de Kawano i Kypta,
2003

a) situacid d’activacid de les vies canonica i no-canonica

b) Antagonistes com els sFRPs, Cerberus (CER) i WIF-1 impedeixen la uni6 dels Wnts als seus receptors.
En aquest cas totes dues vies estan inhibides.

c) Dkk-1 interacciona amb LRP5/6 I el co-receptor Kremen 1/2 (Krm), fet que provoca la endocitosi de
LRP5/6 evitant la formacio del complexe LRP5/6—Wnt-Frizzled. L’Axina recluta totes les proteines del
complexe destructor de la B-catenina inhibint-se aixi la via canonica, mentre que el complex Wnt-Fzd pot
encara activar la via no-canonica.

Aquest tipus de receptor recorda a aquells receptors de 7 dominis
transmembrana lligats a proteines G, 1, de fet, com veurem més endavant, un grup de
receptors Fzd transdueix les senyals utilitzant un grup de proteines G heterotrimeriques,
tot estimulant un increment intracel.lular de calci i una activacié de la quinasa PKC.
S'han aillat membres de la familia Fzd tant a vertebrats (10 a humans 1 a ratoli, per
exemple) com a invertebrats (5 a Drosophila, 3 a C.elegans, entre d’altres). Els 2
membres de la familia LRP, LRP-5 i LRP-6 a vertebrats o I'homoleg del primer, arrow,
a Drosophila, poden unir-se als Wnts tot formant un complexe ternari amb un Wnt i un
Fzd.

A nivell de membrana diferents estudis demostren que els proteglicans (PGs)
també hi juguen un paper important tot facilitant 1’entrega dels lligands Wnts als
receptors Fzd (que seria el paper que per exemple exerceixen dits PGs a la via dels
TGF-pB). De fet, encara no es coneix bé si el paper d'aquestes molecules consistiria en

segrestar, presentar o rebre el lligand.
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Com hem apuntat anteriorment, un cop s’ha donat la interacci6 a nivell de
membrana, els Wnts poden transduir la senyal per mitja de diferents vies. I, en principi,
sembla que un o altre Wnt activen preferencialment una via o una altra pero la distincio
no és absoluta perque depen dels receptors i altres cofactors que existeixin a la
superficie cel.lular (Moon ef al., 1997b). Per tant, la diversitat de respostes dels diferent

Whts és deguda en part a la diversitat de receptors existents a la superficie de la cel.lula.

Frizzleds FRPs

NH2 N2
cysteine-rich

cysteine-rich
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hydrophilic
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cytoplasmic
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Figura 10. Estructura d'un tipic receptor de la familia Frizzled i exemple d'un
antagonista d'aquests receptors: FRPs (frizzled-related proteins) (sén proteines
estructuralment relacionades al CRD dels Frizzled. Sén molécules secretades i
sembla ser que actuen com a antagonistes dels Wnts) Tret de la pagina Web
dels Wnts: http://www. stanford.edu/~rnusse/Wntwindow.html.
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1.2.4 Vies de transduccio de la senyal Wnt

Diferents experiments de duplicacid axial a Xenopus 1 de transformacio de
cel.lules en cultiu a ratoli van donar lloc a la idea de que els Wnts devien ser
funcionalment diferents i que Wnts particulars podien estar actuant per vies que no
fossin la mateixa en tots els casos. El primer tipus d'assajos va permetre distingir entre
Whnts que tenien una capacitat alta, intermitja o molt baixa d'aconseguir una duplicacid
axial quan es sobreexpressaven a blastomers ventrals d'embrions primerencs de
Xenopus. Aixi doncs els que tenien capacitat d'induccié es van anomenar classe XWntl
(XWntl, XWnt3a, XWnt8 1 XWnt8b) 1 aquell grup que no produia una duplicacié axial
completa sind que per contra donava lloc a una disminucio de 'adhesio cel.lular i una
alteracié en moviments morfogenétics durant la gastrulacid es va anomenar classe
XWnt5a (XWnt5a, XWnt4 1 XWntl1). El segon tipus d'assajos consistia en analitzar la
capacitat transformadora dels diferents Wnts sobre cel.lules epitelials mamaries murines
on trobaven grups d'alta, mitja i baixa capacitat de transformacid, grups similars als
trobats amb el primer assaig. Aquesta classificacid, pero, sembla poder indicar que
potser tot deu dependre dels receptors disponibles. I cal tenir en compte que tots aquests
fets ens indiquen que no tots els Wnts activen les mateixes respostes fisiologiques ni a
través de la mateixa via. I, com s'ha descrit en alguns articles, sembla que les diferents
vies poden interaccionar a diferents nivells, per exemple, la classe XWnt5a pot
bloquejar la capacitat inductora axial dels membres de la classe XWntl (Torres ef al.,

1996).

Actualment se sap doncs que les senyals Wnt es transdueixen a través de tres
mecanismes de senyalitzacio diferents (figura 11): a) via "Wnt/p-catenina", ¢s la via
canonica; b) via "Wnt/calci"; 1 c) "via de polaritat cel.lular". Diferents parelles de
Wnt i receptor Fzd activen un d'aquests mecanismes 1 originen repostes cel.lulars
uniques. En principi la via canonica regula la determinacié de destins cel.lulars durant el
desenvolupament, mentre que la via de la polaritat cel.lular principalment regula
l'organitzacid del citoesquelet. La funci6 biologica de la via Wnt/calci no esta clara tot 1
que, com s'ha suggerit, podria estar implicada en controls de moviments morfogenétics.
Molt al final de I’escriptura d’aquesta tesi han sortit un parell d’estudis a Nature que
proposen |’existéncia d’una quarta possibilitat de transducci6 de la senyal Wnt, a través

de la via PKA/CREB en el contexte de la miogenesi de vertebrats (Pourquié, 2005).
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De totes elles, la més intensament estudiada ha estat la via canonica que, a
grans trets, depeén de la regulacioé dels nivells de la proteina B-catenina (homologa de la
proteina Armadillo de Drosophila) citossolics. En absencia de la senyal Wnt, la (-
catenina és conduida cap a la degradacié gracies a un complexe multi-proteic que, en
absencia del lligand, es troba actiu. La senyal Wnt, en canvi, antagonitza el "complexe
de destruccio" de la B-catenina i s'estabilitzen els nivells d'aquesta al citoplasma. La -
catenina ¢€s translocada al nucli de la cel.lula on interacciona amb factors de transcripcid
de la familia TCF/LEF i s'activa la transcripcié de gens diana. Tot i que I'esquema pugui
semblar simple, el cert €s que la complexitat augmenta a mida que apareixen més 1 meés
proteines que juguen un paper en la regulacid de 1'estabilitat de la B-catenina, reguladors
positius 1 reguladors negatius de la via canonica. Els diferents estudis han demostrat
amb el temps que aquesta via i els seus components downstream es troben altament
conservats al llarg de l'escala filogenética. (revisions: Miller, 2002; Wodarz i Nusse,

1998; Moon et al., 1997a; Orsulic i Peifer, 1996).

L'activacid de la via Wnt/calei implica un augment intracel.lular de calci 1
l'activacio de la quinasa PKC, una quinasa depenent de calmodulina, calcineurina i del
factor de transcripcio NF-AT (Veeman et al., 2003; Kuhl, 2004); l'activen parelles de
Wnts i Fzds que no activen les altres vies, incloent Wnt5a, Wntl1 i Fzd2 (Kuhl ef al.,
2000). Sembla ser que també hi ha participacid de proteines G heterotrimeriques i de la
CamklI (quinasa II regulada per calci/calmodulina) i PKC (Sheldahl ef al., 1999; Wang
et al., 1999). Per exemple, el Frizzled-1 de rata (RFzd-1), perd no el RFzd-2, pot
promoure l'acimul de XWnt-8 a la superficie cel.lular 1 activar gens diana de la via
Wnt/B-catenina (Sheldahl ez al., 1999; Yang-Snyder et al., 1996). En canvi, l'expressio
de XWnt-5 o RFzd-2, perd no XWnt-8 o RFzd-1 provoca uns augments dels fluxes de
calci a peix zebra 1 una activacié de la PKC a Xenopus (Sheldahl ez al., 1999; Slusarski
et al., 1997a, b). Basant-se en aquests resultats, diferents autors proposen la classificacié
en dues classes de proteines Frizzled: RFzd-1 de rata, els Frizzleds 7 i 8 de ratoli, el
Fzd-1 de Xenopus 1 el Fzd-1 1 -2 de Drosophila activen els gens diana de la via canonica
pero no PKC. Per contra, RFzd-2 de rata, els FZD-3, -4 1 -6 de ratoli activen PKC pero
no la via canonica. A més, la complexitat augmenta quan certs estudis demostren que la
via del Wnt-5a pot antagonitzar la via Wnt/B-catenina: a ratoli, Wnt-5a bloqueja la

transformacio de cel.lules epitelials mamaries provocada per Wnt-1 (Olson i Gibo,
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1998); 1 a Xenopus, XWnt-5a bloqueja 1'habilitat de XWnt-8 d'induir un eix secundari
D-V (Torres et al., 1996). S'especula que aquestes antagonitzacions de la via canonica
doncs, els Wnts-5 les duen a terme utilitzant una via independent de la degradacio de la
B-catenina (Topol et al., 2003). 1 també I'habilitat de Wnt-5a de suprimir l'activitat
transformadora de Wnt-1 suggereix que Wnt-5a podria actuar com a supressor de

tumors.

La via de polaritat cel.lular ("PCP" o "planar cell polarity pathway")
controla la polaritat de les c¢l.lules a base de regular I'organitzaci6 del seu citoesquelet.
A vertebrats la via sembla que regula els moviments cel.lulars polaritzats que tenen lloc
durant la gastrulacid i la neurulacié (Heisenberg et al., 2000; Wallingford et al., 2001) .
I a Drosophila aquesta via controla la correcta orientacio dels tricomes de 1'ala adulta 1
l'apropiada disposicio angular dels omatidis de l'ull, aixi com la divisid assimétrica
d'alguns neuroblasts (Adler i Lee, 2001; Strutt, 2001 a i b). Els elements d'aquesta via
que trobem en comu a vertebrats i a invertebrats son membres de la familia Fzd i la
proteina citoplasmatica Dishevelled, de la que en parlarem més endavant. Cap altre
component de la via canonica s'ha demostrat que estigui implicat en aquesta via fins el
moment. La via de polaritat tissular també s'anomena via de Frizzled perque s'ha
demostrat que €s un receptor Frizzled el que rep i interpreta la senyal que permet que
tots els tricomes s'alinein perfectament, de forma que tots ells surten del mateix vértex
de la cel.lula i apunten cap a la mateixa direccid; als mutants per Frizzled aquests pels
estan tots orientats al atzar (Orsulic i Peifer, 1996). Tot i que a vertebrats el Wntl1 a
través de Fzd7 podria utilitzar aquest mecanisme, encara es desconeix un lligand Wnt a
Drosophila que empri aquesta via de polaritat cel.lular. En aquesta via no canonica,
Dishevelled és activat per Frizzled i resulta en una activacié de RhoA 1 c-Jun Kinase
(JNK) per mecanismes no clars encara. Quan s’activa RhoA hi ha alteracions a

I’organitzacio del citoesquelet, donant lloc a canvis en la forma i moviment cel.lulars.

Potser de tot aixo doncs, una de les preguntes sense resposta clara que encara es
debat és 1'especificitat d'interaccid entre els diferents lligands Wnt 1 els receptors Fzd 1
també quina via downstream activa cada una d'aquestes parelles. I l'altra qiiestié en
debat ¢és com la proteina Dsh s'activa en resposta a la interaccio Wnt/Fzd i com aquesta
proteina pot discriminar si activa en un moment donat la via candnica de la qual forma

part o la via de polaritat cel.lular on també es troba implicada.
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Figura 11 . Les tres vies utilitzades per molécules Wnt. Tret de Miller , 2002
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1.2.5 Via o xarxa?

Pero tot es complica si tenim en compte que alhora de parlar de mecanismes de
senyalitzacio €s més acertat parlar de xarxes que no pas de vies linials (Martinez-Arias i
Stewart, 2002). La majoria d'elements de la via Wnt no sols estan implicats en la
transduccié de la senyal Wnt sind que també participen en altres processos cel.lulars o
bioquimics.

Estudis de peérdua de funcié dels gens wnt han demostrat un alt grau de
pleiotropia. A més, sembla que el paper de wg ¢€s en molt casos més permissiu que
instructiu, per exemple en les decissions de desti cel.lular aporten senyals permissives
que asseguren l'expressid estable de programes especifics del desenvolupament. Les
proteines Wnt serien un on/off per I'adopcid d'aquests destins cel.lulars.

Per altra banda, hi ha molts exemples d'interaccions a diferents nivells de les
diverses vies de senyalitzacid:

A Drosophila tant Wg com Hh donen informacié posicional. Als mutants de
polaritat segmental, les ceél.lules prenen destins cel.lulars incorrectes, per exemple, als
mutants per Wg o Hh totes les c¢l.lules adquireixen destins cel.lulars anteriors 1 secreten
pels independentment de la seva posicid. Les cél.lules que expressen un o altre producte
necessiten les unes de les altres per poder produir el respectiu lligand. Per tant, als
mutants per Wg l'expressio per Hh també decau, i a la inversa (Orsulic 1 Peifer, 1996).

També les vies de Wnt i Notch interaccionen a molts nivells (Schubert et al.,
2001); Wg pot interaccionar amb Notch a nivell de les repeticions EGF 19 a 36
(Wesley, 1999). A més, la proteina Dishevelled interacciona amb el domini
intracel.lular de Notch inhibint aquesta via de senyalitzacio (Axelrod ef al., 1996); 1 a la
inversa, la senyalitzacié Notch també pot inhibir la senyalitzaci6 Wnt (Lawrence et al.,
2001). Per altra banda, la Presenilina 1, que activa la via Notch, inhibeix la via Wnt. I
totes dues vies poden regular 1'expressiéo de Brachyury (en concret, Brachyury és diana
directa de Wnt3a) (Yamaguchi ef al., 1999b; Arnold et al., 2000)

En casos determinats, diferents factors han de coordinar els seus rols: Marcelle
et al., 1997 mostren com diferents factors son necessaris per les accions coordinades del
tub neural dorsal (via BMPs i Wnts), del tub neural ventral/notocorda (via Sonic-
Hedgehog) 1 dels somites (via Noggin) per un correcte patterning del compartiment

dorsal del somita.
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A lembrié de Drosophila, per la correcta diferenciacié de l'epiteli de l'intesti
mig calen senyals inductives tant per part de Wg com de Dpp des del mesoderm visceral
cap a l'endoderm. Ambdues senyals controlen coordinadament l'expressid del gen
homeotic /abial a l'epiteli de l'intesti mig (Steitz et al., 1998). Ultrabithorax ¢és un gen
homeotic que a nivell de l'intesti larvari de Drosophila respon també a Wg i a Dpp. De
fet, cal la participacid coordinada de Wg, Dpp i Ubx per la induccié endodeérmica i
especificacid cel.lular a l'intesti.

A més de les interaccions entre diferents vies de senyalitzacio, els Wnts poden
autoregular-se (Yu et al., 1998). En diferents contextes la via Wnt pot interaccionar amb

les vies on participen els FGFs 1 I'acid retinoic.
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1.2.6 La via canonica Wnt/p-catenina en més detall

Com ja s'ha dit, el resultat de l'activacio d'aquesta via de senyalitzacid per part
de certes parelles de Wnt/Fzd és la formacié d'un pool de B-catenina lliure i estable al
citoplasma cel.lular que sera translocada al nucli on activara la transcripcié de gens
diana. En abséncia d'aquesta senyalitzacid, hi ha un complex proteic que hem anomenat
el "complex de destruccid" format essencialment per quatre moleécules que promouen la
fosforilacid, ubiqiitinitzacio i1 subseqlient degradacio de la B-catenina via proteasoma.
Quan aquest complexe esta actiu, els nivells de B-catenina lliures sén baixos. Com
veurem, pero, hi ha un altre poo/ de B-catenina unit a membrana que manté els nivells
estables independentment de la preseéncia o abséncia de la senyal Wnt. Les quatre
proteines identificades que formen part del complex i que directament promouen la
destruccid de la B-catenina son la quinasa GSK-3 (glicogen sintasa quinasa 3), 1'Axina,
la proteina APC (producte del gen "adenomatous polyposis coli") 1 la proteina B-
TrCP/Slimb. L'Axina i APC serveixen essencialment de pont entre la B-catenina i la
GSK-3, l'element central del complexe de destruccio, facilitant la fosforilacié de la f-
catenina per part de la quinasa. Per tal que la B-catenina sigui conduida a la via
d'ubiqiiitinitzacio cal que tingui lloc primer dita fosforilacié en uns residus conservats
de serines i treonines de I'extrem N-terminal de la B-catenina, domini anomenat
"destruction box". Si aquests llocs estan mutats resulta en formes de -catenina altament
estables i constitutivament actives (Pai et al., 1997; Yost et al., 1996), formes trobades
recentment a diferents cancers humans. D'altra banda també mutants dominants negatius
de zeste-white 3 (zw3 o shaggy, ortoleg de la GSK-3 a Drosophila) i de GSK-3 a
Xenopus mimetitzen l'activacid constitutiva de la via Wg/Wnt. Tot 1 que sembla doncs
que el paper crucial en aquest complex de destruccié el té la GSK-3, aquesta 1 la B-
catenina no interaccionen directament i aleshores I'Axina i APC calen per aquesta
interaccid 1 per promoure la fosforilacid. L'Axina és al seu torn regulada via fosforilacié
per la GSK-3; s'ha demostrat que I'Axina fosforilada s'uneix més efectivament a la [3-
catenina que no pas desfosforilada (Willert ef al., 1999 a i b). APC és un gen supressor
de tumors 1 les seves mutacions s'han trobat a multiples cancers colorectals; APC és
clarament un regulador negatiu de la via canonica, promovent la degradacié de la -
catenina i1 funcionant de forma similiar a I'Axina (Moon et al., 1997a). Alguns autors
suggereixen també que APC podria estar implicat en transportar la B-catenina dins i fora

del nucli (Henderson i Fagotto, 2002). Per ultim, com la fosforilacié de la pB-catenina
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estimula la seva ubiqiiitinitzacié?: un component del complex "SCF ubiquitin ligase", la
proteina B-TrCP/Slimb, s'uneix a la B-catenina fosforilada que sera ubiqiiitinitzada 1

d'aquesta forma dirigida al 26S proteasoma per la seva proteolisi (Orford et al., 1997).

Com en preséncia de la senyal Wnt s'inactiva aquest complex de destruccio? Les
proteines Dishevelled (Dsh) i GBP/Fratl protegeixen la B-catenina de la degradacid.
Gengticament Dsh és el component intracel.lular més upstream de la via Wnt/p-catenina
1 s'activa en resposta a la senyalitzaci6 Wnt (Noordermeer et al., 1994; Siegfried i
Perrimon, 1994; Siegfried et al., 1994). Es tracta d'una fosfoproteina que funciona en
associacio amb altres proteines senyalitzadores (Li ef al., 1999) i s'uneix a I'Axina i
aquesta interaccid podria resultar en una downregulacio de la GSK-3. L'altra protectora
de la B-catenina, la GBP (GSK-3 binding protein) o el seu homoleg a mamifers Fratl,
funcionen com a reguladors positius de la via; a Xenopus, la sobreexpressio de
GBP/Frat]l mimetitza l'activacié de la via Wnt/B-catenina i produeix la formacié d'un

eix D-V ectopic (Yost et al., 1998).

Figura 12. Model
de la via canonica
Wnt. Tret de Wnt
web page
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Model of Wnt signaling (. Nusse, December 2004)
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Wnt signaling: essential components in a two-state model Roel Nusse
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Figura 13. Esquema de la via amb els seus components basics, en abséncia i
en preséncia de lligand. Tret de Wnt web page

Després d'aquest breu resum caldria dir que només hem posat émfasi en alguns
dels components més estudiats de la via canonica, per entendre el funcionament general
de la via, sense aturar-nos en molts dels elements que, com s'il.lustra a la figura 12,
juguen algun paper produint activacions o inhibicions via multiples interaccions
proteiques. La figura 13, en canvi, mostra només una visid simplificada del
funcionament de la via en preseéncia i abscéncia d’un lligand Wnt. D'altra banda, pero, i
per enfocar el present treball, si que m'agradaria aturar-me en tres elements downstream
de la via canonica, ja esmentats anteriorment. Es per aixo que al primer gran apartat de
Resultats 1 Discussié com veurem he analitzat amb més detall les caracteristiques i

funcions descrites de:
1- La B-catenina

2-El regulador negatiu: la GSK-3

3-Els factors de transcripcio associats: familia TCF/LEF
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1.2.7 Funcions diverses sota el control de la senyalitzacio Wnt

A Drosophila :

El gen wg de Drosophila és un dels membres de la familia Wnt més ben
caracteritzat. La seva funci6 com a gen de polaritat segmental va ser descoberta fent
screenings genétics de mutacions zigotiques letals que afectaven el patrd larvari de la
cuticula. A I’embrié de Drosophila, wg es necessita per la formacié de les fronteres dels
parasegments 1 pel manteniment de 1’expressié d’emgrailed a les cel.lules adjacents.
L’epidermis dels embrions mutants per wg mostra una segmentacié rudimentaria que es
tradueix en un patrdé de cuticula anormal. Embrions mutants per gens com porcupine
(porc), dishevelled (dsh) 1 altres mostren un fenotip similar, mentre que mutacions al
gen zeste-white 3 (zw3), homoleg de GSK-3, mostren el fenotip oposat. L’analisi dels
dobles mutants indicava que aquests gens cooperen en una via per transduir la senyal

Wg.

A vertebrats:

Ja hem esmentat la implicaci6 de la via Wnt en la formacid dels eixos a
vertebrats. Transcrits que codifiquen per la B-catenina, Dsh, GSK-3 i Fzd es troben ja
presents a ous de Xenopus, i la seva expressio ectopica (o inhibicio en el cas de la GSK-
3) origina la duplicacio de I'eix A-P (antero-posterior), com la produida per alguns dels
Wnts (segons déiem a l'apartat 1.2.4). Ara bé, sembla que cap dels Wats, ni tan sols
XWnt8b, que és 1"inic XWnt matern capag d'induir un eix ectopic complet, esta implicat
en la formacié de l'eix endogen de l'organisme perque cap d'ells s'expressa ni al lloc
correcte ni en el moment adequat. En canvi, hi ha moltes evidéncies de que elements
downstream de la via Wnt sén essencials per la induccié de 1'eix primari (Larabell et al.,
1997; Molenaar et al., 1996). Hi ha molts estudis centrats en aquest aspecte del paper
que la via Wnt pot tenir en l'especificacid dels eixos corporals; per exemple, a Fagotto
et al., 1997, demostren que aquesta via també es troba implicada al centre dorsalitzador
de Nieuwkoop, requerint S-catenina materna. El gen siamois també s'expressa a dit
centre de Nieuwkoop. Els autors d'aquest article fan entre d'altres dos experiments: en
primer lloc sobreexpressen cadherines 1 observen que segresten la [B-catenina a la
membrana de la cel.lula i aixi es bloqueja la senyalitzacio; en segon lloc, per RT-PCR
detecten la induccio de l'expressio de siamois (és un gen de tipus Hox), activada per

Wnt. En aquest article també posicionen la GSK-3 wupstream de la B-catenina. A

27



INTRODUCCIO

Xenopus, GSK-3 té activitat ventralitzadora 1 la forma dominant negativa indueix
duplicacié axial. La sobreexpressio de GSK-3 pot inhibir la inducci6 axial per part de
Wnt indicant que GSK-3 actua downstream de Wnt.

Diferents molecules senyalitzadores presenten capacitats dorsalitzadores: Wnts,
membres de la familia dels TGF-Bs com VGI o Activin 1 Noggin. A més, Vgl i Activin
son inductors de mesoderm i Noggin €s un neuralitzador. Pel que fa als Wnts: Wntl,
Wnt8 1 Wnt8B sén potents dorsalitzadors; cap dels Wnts se sap que tingui propietats
inductores del mesoderm tot i que en etapes més avangades se sap que controlen el
patterning del mesoderm ventral durant la gastrulacio i el patterning del SNC (sistema
nervios central). A Holland 1 Holland 2001, en un estudi d'enfoc més evo-devo
(evolucid 1 desenvolupament), es proposa l'existéncia, tot 1 la gran diversitat de formes
de gastrulacié als deuterostoms, d'un centre senyalitzador posterior al deuterostom
ancestral establert a 1'estadi de blastula tardana-gastrula primerenca per les vies de Wnt i
Notch, i per factors de transcripcié com Caudal i Brachyury. A tunicats només restarien
vestigis d'aquest centre on s'hi ha trobat mRNA de wnt-5 i1 f-catenina

A vertebrats la via Wnt es troba implicada tant al patterning A-P com al D-V
(dorso-ventral) (per mig de la B-catenina). A tunicats 1 a I'amfiox sembla ser que només
estaria implicat al patterning A-P gracies a l'existéncia del centre organitzador posterior
que esmentavem més amunt, centre que inclouria molécules com Wnts, Notch,
brachyury i Caudal. Sembla doncs que el paper de les proteines Wnt al patterning D-V
seria una innovaci6 dels vertebrats.

A part del seu paper a 1'especificacio dels eixos corporals, la via Wnt a vertebrats
també participa per exemple a la miogenesi. Si s'inhibeix XWnt-8 es bloqueja
I'expressié de MyoD 1 d'altres factors de transcripcié a l'estadi de gastrula. També a
ratoli s'ha demostrat aquest paper en la somitogenesi 1 miogeénesi (Hoppler et al., 1996).

Un altre focus d'estudi és la implicacié de la via al desenvolupament neural. A
Drosophila, Wg es troba implicat en la formacié del SN 1 de l'ull (Cadigan 1 Nusse,
1996). L'analisi dels defectes neurals resultants de la disrupcié de Wnt-1 evidenciaren
que a vertebrats aquest gen també jugava un paper en el desenvolupament neural. Tot
sembla indicar doncs que Wnt-1 alhora que manté l'expressido d'Engrailed, conserva
també entre Drosophila i vertebrats un important paper en l'especificacié de desti i1
funcid neural. Wnt3a té també un paper general en 'especificacio de desti neural al llarg
de I'eix A-P. Pel que fa a I'organogénesi, els gens d'aquesta familia s'expresen no només

durant I'embriogenesi sind també a diferents organs de 1'adult. Wnt4 a ratoli s'expressa
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al mesénquima del ronyd i la disrupcid d'aquest gen produia en algun cas ratolins sense

ronyons; a les glandules mamaries trobem com a minim 6 Wnts diferents. Es pot trobar

una taula completa dels mutants Wnt a ratoli a Logan i Nusse, 2004.

Gene Organism Phenotype
Wnt-1 Mouse Loss of midbrain and cerebellum
Wnt-2 Mouse Placental defects
Wnt-3A Mouse Lack of caudal somites and tailbud
Wnt-4 Mouse Kidney defects
Wnt-7A Mouse Ventralization of limbs
) . Segment polarity, limb development,
wingless Drosophila
many others
DWnt-2 Drosophila Muscle defects, testis development
lin-44 C. elegans Defects in asymmetric cell divisions
Defects in endoderm induction and
mom-2 C. elegans ‘ ‘ ‘
spindle orientation
Taula 2 Fenotips de mutacions Wnt a ratoli, Drosophila i C.elegans (revisat per Wodarz i Nusse,
1998).Una versi6 més completa pot ser trobada a la pagina web dels Wnts. Wg seria I’ortoleg dels Wnt-1 de
vertebrats; lin-44 seria un Wnt-10 i mom-2 possiblement un Wnt-1.

Després d'aquest breu recull d'algunes de les funcions dels gens Wnt a

vertebrats, només caldria recordar que en molts casos son rols realitzats gracies a

interaccions combinatories amb altres vies tal i com s'il.lustra a la taula 3, treta de Moon

etal., 1997a.
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Tase 1. Combinatorial interactions of WNTs with other pathways

Factors cooperating

Sysiem with WNT WNT alone Factor alone WNT and factor

Mammary carcinogenesis in INT2/FGF3 15% of males with  No umors Nearly all have wmors
mice3! ; mammary mors

Mesoderm induction in Xenopies  bFGF Mo induction Ventral mesoderm  Dorsal mesorderm
in pitro30-32 Activin

Myogenesis in chick embryo Sonic hedgehog Mo induciton No induciton Induction of MYOD
explants of pre-segmental and myaosin heavy chain
plute mesoderm33

Neural induction in Xenopus Noggin No induction Anterior neural- Suppress ankerior,
in pitro3 Follistatin gene induction induce posierior

Chordin neural genes

Taula 3 . Diferents contextes on interaccionen varies vies de senyalitzacid. Tret de Moon et al., 1997a

Més recentment, s'ha demostrat el paper que aquesta via de senyalitzacio té en
I'auto-renovacid de les cel.lules mare hematopoictiques (Reya et al., 2003). Els autors
demostren que aquesta via és un dels factors responsables de l'habilitat de les HSCs
(hematopoietic stem cells) de renovar-se elles mateixes 1 donar lloc als diferents

llinatges cel.lulars de la sang.

A C.elegans :

La via de senyalitzaci6 Wnt té el seu paper també al nematode C.elegans,
principalment controlant 1’especificacio de desti cel.lular 1 la determinacio de polaritat
cel.lular 1 la migracid. A C.elegans existeixen almenys 5 gens Wnt : Mom-2, Lin-44,
Egl-20, CWN-1, CWN-2. Lin-44 seria un Wnt-10, CWN-1 seria un Wnt-4 i CWN-2
seria un Wnt-5 segons 1’estudi filogenétic de Pru D’Homme, 2002. El primer d’ells es
troba implicat en l'establiment de la polaritat a 'embri6. Es doncs una senyal Wnt la que
de part de la cel.lula P2 a l'estadi embrionari de quatre cél.lules polaritza la cél.lula
EMS que aleshores es dividira en les dues cel.lules filles E (linia endodérmica) 1 MS
(linia mesodeérmica) segons mostrem a la figura 14. Tot 1 que hi trobem ortolegs de la
majoria de membres de les anomenades vies candnica i no canonica, sorprenentment ja
els primers estudis genetics d’aquesta via de senyalitzacid a C.elegans demostraren
diferéncies importants pel que fa a la ja préviament establerta via canonica entre
Drosophila i C.elegans : tant la induccio embrionica de I’endoderm com I’especificacid

de moltes divisions cel.lulars assimétriques durant el desenvolupament del cuc depenen
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d’una senyal Wnt perd que desemboca en una repressio més que en una activacio del
factor de transcripcié de la familia TCF/LEF-1, Pop-1. Perdo més recentment, s ha vist
que tret d’aquestes vies divergents de senyalitzaci6 Wnt, C.elegans també té
I’anomenada via canonica que converteix Pop-1 en activador i controla I’expressio de
molts gens amb homeobox. Com veurem més endavant, hi trobem altres peculiaritats
com la presencia de tres B-catenines amb funcions diferenciades (Korswagen, 2002).
Altres components de la via Wnt han estat clonats també al nematode (la pagina web
Wnt Genes ho recull en taules molt informatives); aixi, per exemple, s’han trobat tres
gens que codifiquen per proteines Fz diferents i dues proteines amb domini HMG que
codifiquen per factors de transcripcid implicats a la via Wnt a C.elegans, aixi com un

homoleg de la proteina Dsh.

Figura 14. Induccid
endodérmica a I’estadi
de 4 cellules a
C.elegans. Tret de Wnt
web page

gut mesoderm

A cnidaris:

Hem parlat una mica més amunt de la via Wnt en l'especificacio axial als
vertebrats. Doncs bé, a l'article de Hobmayer et al., 2000, es demostra la implicacio
d'aquestes proteines a la formacio de l'eix al cnidari Hydra 1 es postula que aquest
mecanisme de senyalitzacio podria haver estat central en 1'evolucié de la diferenciacid
axial ja als primers organismes multicel.lulars. En aquest estudi mostren el clonatge i
analisi d'expressié6 de Wnt, Dsh, GSK-3, B-catenina i Tct/Lef. A Hydra, Wnt 1 Tcf
s'expressen al putatiu organitzador del cap (extrem de I'hipostoma) (figura 15). Quan
aquest centre organitzador s'estableix durant la formacié de gemmes o en la regeneracio
del cap, Wnt, B-catenina 1 TCF son activats transcripcionalment. Hydra pot

desenvolupar-se a partir d'agregats i es demostra que els organitzadors formats de novo
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quan es torna a establir un patrd a partir d'aquests agregats estan definits per dominis

d'expressio de Wnt i1 Tcf.

A diferéncia d’Hydra, considerat un cnidari forca derivat, on fins el moment un
sol Wnt ha estat caracteritzat (ortdleg dels membres de la subfamilia Wnt-3), a
Nematostella vectensis (Kusserow et al., 2005) el nombre s’cleva a 12 Wnts diferents,
suggerint una complexitat d’aquesta familia ja existint molt aviat en I’evolucid dels
metazous. Els patrons d'expressio dels gens Wnt durant 1'embriogeénesi d'aquest cnidari
basal suggereixen funcions diferents durant la gastrulacié i desemboquen en patrons

d'expressio solapants al llarg de I'eix primari de 1'estadi de larva planula.

Figura 15. Hibridacié in situ
whole-mount per visualitzar
I’expressiéo de HyTCF durant la
morfogenesi de polips intactes a
Hydra . Modificat de Hobmayer
et al., 2000

1.2.8 Subfamila Wnt-5 a diferents organismes

Centrant-nos ara en concret en la subfamilia dels Wnt-5 podriem fer el segiient
breu recull:

La proteina Wnt-5 (Dwnt-5 (=Dwnt-3))de Drosophila juga un paper essencial en
establir la correcta arquitectura del cordd neural ventral embrionic (Fradkin et al.,
2004). Aquest estudi presenta un analisi detallat de la localitzacié del mRNA i la
proteina al SNC de Drosophila durant gran part del desenvolupament de I'embri6 i

demostren la funcid crucial que duu a terme en el desenvolupament dels tractes axonals
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del SNC, permetent, en concret, una correcta defasculacié o separacié de les projeccions
axonals primerenques.

En el cas de I’ascidia Halocynthia roretzi, diferents experiments indiquen que
HrWnt-5 deu regular el moviment morfogenctic de les cél.lules de la notocorda durant
I’embriogenesi d’aquests organismes (Sasakura i Makabe, 2001).

L’amfiox té un primordi de cua inequivocament homoleg al dels vertebrats. Es
coneix 1’expressid d’AmphiWnt5, d’AmphiWnt3 i AmphiWnt6, aquests tres gens tenen
els seus homolegs a vertebrats on son reconeguts com a marcadors del primordi de cua.
A T’estadi de larva de 3 dies en concret, AmphiWnt5 s’expressa també a la vesicula
cerebral (Schubert ez al., 2001).

En el cas del ratoli, la mutacié de perdua de funcié de Wnt5a provocava defectes
al creixement a la cara en desenvolupament, orelles i genitals. A Yamaguchi et al.,1999
a, s’indica com Wnt5a regula una via comu a moltes estructures el desenvolupament de
les quals requereix extensio a partir de 1’eix primari corporal. En aquests ratolins mutats
s’observava una reduccié del nombre de cel.lules proliferants a la zona de progrés i a la
linia primitiva del mesoderm, la qual cosa suggeria que una de les funcions de WntSa és
regular la proliferacid de cel.lules progenitores.

Els experiments amb Xwnt-54 de Xenopus mostraren que la sobreexpressio
d’aquest gen conduia a malformacions complexes diferents d’aquelles provocades per
I’expressid ectopica de Xwnts —1, -34 o —8. Aquests fenotips no eren resultat de XWnt-
54 actuant com a agent inductor perque la seva sobreeexpressid no rescatava estructures
dorsals a embrions UV-irradiats. Tot feia indicar que, en canvi, podria actuar com a
agent que alterava els moviments morfogenetics (Moon et al., 1993), funcié assignada
com hem dit abans als membres de I’anomenada classe XWnt5a.

Al cnidari N.vectensis, les hibridacions in situ whole-mount revelen que NvWnt5
s'expressa a I'endoderm oral des de 1'estadi de gastrula tardana (Kusserow et al., 2005)

(figura 16).

g1 @ O\7 [ jle

Figura 16. Expressié d’un Wnt de la subclasse Wnt5 durant el desenvolupament de N.vectensis. Tret
de Kusserow et al., 2005
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1.2.9 La via Wnt i el cancer i altres malalties humanes

Moltes de les vies de senyalitzacié que regulen processos del desenvolupament
s'han trobat sovint implicades a diverses malalties humanes, entre elles el cancer.
Aquest fet reforca el concepte de que el cancer no és més que una forma de
desenvolupament erronia. Com ja hem esmentat, 1'area de recerca inicial relacionada
amb els Wnts va ser la possible implicacié d'aquestes molecules en cancer ja que el
membre fundador de la familia va ser I'anomenat in#-1 (Wnt-1) de ratoli, identificat com
a proto-oncogen que s'activava per la integracio de virus de tumors mamaris de ratoli a
tumors mamaris. Ara bé, tot 1 que avui dia aquest camp de recerca és tan ampli 1
podriem dedicar-hi moltes pagines a parlar-ne, nosaltres només hi dedicarem aquest
subapartat, ja que el treball que presentem es centra en les funcions del la via Wnt en el
desenvolupament normal dels organismes. Per comengar, la taula 4 resumeix unes
quantes anormalitats 1 malalties degeneratives causades per la desregulaci6é de la via
Wnht: algunes d'elles son degudes a mutacions en elements extracel.lulars de la via com
algun lligand Wnt o en el receptor LRP. També succeeixen efectes dramatics per la
mutacidé d'algun element intracel.lular de la via com Axin2, i sens dubte, APC
(recordem: producte del gen adenomatous polyposis coli) identificat com a gen
supressor de tumors i les mutacions del qual s'han trobat a multiples cancers colorectals;
de fet, és la malaltia més coneguda implicant una mutacié a la via Wnt, malaltia
anomenada FAP (familial adenomatous polyposis), d'heréncia dominant autosomica que
consisteix en la formacidé de multiples polips al colon 1 al recte (Nishisho ez al., 1991).
Moltes de les mutacions que porten a una activacio constitutiva de la via Wnt poden
provocar finalment un cancer. APC ¢és un regulador negatiu de la via i les mutacions en
aquest 1 altres gens del complexe destructor de la B-catenina com 1'Axina produeixen
una desregulacio dels nivells de B-catenina a la cél.lula, fet que s'ha relacionat amb el
cancer (mutacions en certs llocs de fosforilacié de la propia B-catenina també poden ser
causa de cancer) i, per tant, considerant la B-catenina com a proto-oncogen (Giles et al.,
2003; Behrens i Lustig 2004).

Per ultim, segons Taipale i Beachy, 2001 i altres autors, un cancer es pot
considerar una malaltia de les cel.lules soca i també en aquest cas hi ha estudis que
parlen de que la via de senyalitzaci6 Wnt sembla que juga un paper clau en regular les
decissions de les cel.lules soca a proliferar o a autorenovar-se. La perdua de TCF4 o la

sobreexpressid de Dkk al colon promou la pérdua de cel.lules soca a les criptes del
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colon (Korinek et al., 1998 a i b; Kuhnert ez al., 2004). També abans hem comentat la
capacitat de Wnt3a in vitro en promoure l'autorenovacié de les cel.lules mare

hematopoictiques (Reya ef al., 2003).

TABLE 5 Human genetic diseases and Wnt signaling components
Gene Disease References
WNT3 Tetra-amelia {Niemann et al. 2004)
LRPS Bone density defects (Boyden et al. 2002,
Vascular defects in the eye (osteoperosis- Gong et al. 2001,
pseudoglioma syndrome, OPPG: familial Little et al. 2002,
exudative vitreoretinopathy, FEVR) Toomes et al. 2004)
FAD4 Retinal angiogenesis defects (familial (Robitaille et al. 2002
exudative vitreoretinopathy, FEVR) Xu etal. 2004,
Toomes et al. 2004)
Axin2 Tooth agenesis {(Lammi et al. 2004
Predisposition to colorectal cancer
APC Polyposis coli, colon cancer (Kinzler et al. 1991,
Nishisho et al. 1991)

Taula 4. Diferents malalties humanes on hi ha implicacio de la via Wnt. Tret de Logan i
Nusse 2004
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2. LA PLANARIA COM ORGANISME MODEL

2.1 L'organisme

2.1.1 Posicio filogenetica i taxonomia dels Platihelmints

Fins fa una mica menys de 10 anys, les uniques eines disponibles per a la
realitzaci6 d'arbres filogenétics eren les morfologiques 1 embriologiques. Aix0 va
provocar, inicialment, i degut a la seva simplicitat morfologica, que els Platihelmints
fossin considerats organismes primitius, ocupant una posicié privilegiada a la base dels
triblastics. Una de les visions classiques estava basada en la hipotesi del "planuloid-
aceloid" (Hyman, 1940; Hyman, 1959), sobre l'origen dels Bilateria, o triblastics amb
simetria bilateral, segons la qual els bilaterals s'haurien originat a partir de l'ancestre
"planuloid" molt similar a la larva planula dels cnidaris. L’"aceloid" seria una forma que
evoluciona a partir de la forma "planuloid" i a partir de la qual apareixeren la resta de
triblastics. Els primers triblastics, de gran simplicitat morfologica, no presentarien doncs
ni celoma ni segments 1 tindrien un intesti cec, caracteristiques que comparteixen els
Platihelmints actuals i rad per la qual eren situats en una posicid basal a l'arbre
filogenétic, representant la transicio entre diblastics i triblastics 1 constituint un grup
germa dels celomats bilaterals, precedint la divergeéncia entre protostoms i deuterostoms
(Hyman, 1951; Salvini-Plawen, 1978; Willmer, 1990; Nielsen, 1995). Almenys
evolutivament parlant representaven doncs un focus d'interés molt important. Existia
també una hipotesi contraria que considerava que l'ancestre dels Bilateria havia de ser
celomat i segmentat, 1 que, per tant, posicionava als Platihelmints com a branca lateral
de l'arbre considerant que la segmentacid i el celoma s'havien perdut secundariament
(Remane, 1963).

Pero aquest concepte d'ancestralitat 1 basalitat ha canviat merces a les dades de
filogenia molecular basades en la seqiiencia del rDNA ribosomal 18S, segons les quals
els Platihelmints serien un llinatge que apareix aviat dins la linia dels protostoms
(Carranza et al., 1997, Aguinaldo et al., 1997), concretament a la base dels
lofotrocozous (figura 17, B). Aquesta nova hipotesi esta forga acceptada, tot 1 que
encara ¢s un tema que genera controversia. Les dades del rDNA ribosomal 18S s'han
vist recolgcades posteriorment amb les dades dels gens Hox (Bayascas ef al., 1998) i

d’altres com la miosina (Ruiz-Trillo ef al., 2002), I’ordre dels gens mitocondrials (Ruiz-
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Trillo, 2004) 1 dades del rDNA ribosomal 28S (Mallatt 1 Winchell, 2002) que reforcen
aquesta ultima hipotesi 1 que es tractaria d’organismes simples, no un grup germa dels
Bilaterals, perd si el primer grup descendent del llinatge dels lofotrocozous. Les
planaries d'aigua dolga, els organismes model utilitzats en aquest treball, son formes de
vida lliure (Classe Turbellaria) del filum Platihelmints (cucs plans). Pertanyen a I'Ordre
Seriata, al SubOrdre Tricladida (nom que deriva del fet que presenten un sistema
intestinal que es divideix en tres branques principals), i a I'InfraOrdre Paludicola, fent el
terme referéncia a I'habitat que solen ocupar. Per aquest treball hem utilitzat una raca
asexuada. Pel que fa a la polifilia o monofilia dels Platihelmints, també ha estat un tema
molt discutit. La teoria de la monofilia no esta massa clara degut a la manca de
sinapomorfies evidents en aquest grup; el tipus de crivellatge embrionic, dels origens
del mesoderm, de 1’estructura del sistema nervids i de les dades del rDNA18S recolzen
per una banda que el grup dels Acels, que sempre havien estat considerats un ordre dels
Platihelmints, no pertanyen a dit grup sin6 que representarien la branca més inicial dels

Bilaterals i que els Platihelmints serien polifilétics (Ruiz-Trillo et al., 1999).

A , Figura 17. Hipotesis filogenétiques
Cnidarta controvertides sobre 1’origen dels

Platyhelminthes Platihelmints i la condicié “acelomat”.

— A: aquest arbre assumeix que la condicio
“acelomat” és un caracter primitiu dins

Protostomia Bilateria dels tripoblastics.  Els Platihelmints

serien doncs un grup germa de la resta
dels bilaterals, que, al seu torn es

Deuterostomia dividirien en dos grups d’organismes

celomats, els protostoms i els

B Cnidaria deuterostoms (després de Hyman,’ 1951).
B: aquest arbre mostra la separacié molt

Platyhelminthes temprana dels Bilaterals en dos grups,

'Spiralia’ els ‘fSpira}ia” Qels que fqrrparien part els

Protostomia Platihelmints, i els “Radialia”. En aquest

arbre la condicid “acelomat” és primitiva
dins dels “Spiralia” triblastics, sent
doncs els Platihelmints el primer grup
descendent d’aquest llinatge perd no el
grup germa dels Bilaterals. C: aquest
c Cnidaria arbre proposa que la condicid
“acelomat” va apareixer per processos de
neoténia d’estadis del desenvolupament
de protostoms, abans que l’aparicié de
Protostomia Bilateria cavitats celomiques (enterocels). Els
enterocels dels deuterostoms serien
/ homolegs a les cavitats gastriques dels

Deuterostomia celenterats diblastics, mentre que les
cavitats celomiques dels dels protostoms
(squizocels) serien derivades. L’ancestre
hipotétic dels bilaterals seria un
« arquicelomat » (després de Siewing
1980 ; Rieger 1985). Tret de Carranza et
al.. 1997

Deuterostomia | 'Radialia’

Platyhelminthes

archicoelomate
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2.1.2 Morfologia i anatomia interna

Degut a que la morfologia i anatomia interna de la planaria s’ha revisat sovint en
altres tesis doctorals, nosaltres intentarem fer-ne un resum. Aixi doncs, les planaries son
organismes tripoblastics, acelomats, no segmentats 1 comunment aplanats
dorsoventralment. Presenten simetria bilateral i polaritat anteroposterior manifestada per
una clara cefalitzacio del SNC, del qual si que en parlaré amb més detall més endavant.
Aquest treball esta realitzat concretament amb [’especie Girardia tigrina. Els
Platihelmints tenen una mida que oscil.la entre els pocs mil.limetres, uns 15 en el cas de
G.trigina, fins a mig metre en el cas de les planaries del llac Baikal. Tenen un cos tou,
sense estructures circulatories, respiratories (1’oxigen 1’obtenen per difusid) ni
esqueletiques. Es pensa que la forma plana és una resposta adaptativa a la manca
d’aparell circulatori i respiratori.

El sistema excretor esta constituit per una xarxa elaborada de cel.lules
flamigeres que estan connectades per condutes ciliats, i estd implicat tant en
I’osmorregulacié com en 1’excrecid propiament dita.

La paret corporal esta constituida per una epidermis monoestratificada ciliada
ventralment, dins de la qual s’intercalen c¢l.lules rabditiques especialitzades en la
secrecio del moc, que I’animal utilitza per moure’s, protegir-se, adherir-se als substrats i
capturar preses. La musculatura la constitueixen fibres en disposicio circular, obliqua 1
longitudinalment respecte ’eix principal, més desenvolupades a nivell ventral per
atendre les seves necessitats motrius. En aquesta posicio ventral hi trobem cel.lules
epitelials ciliades que ajuden a la locomocié. Tenen un intesti cec amb tres branques
principals, sense anus 1 una faringe com a constituents de 1’aparell digestiu. El menjar €s
ingerit a través de dita faringe, molt musculada i1 extensible, que fa alhora de boca i
d’anus de I’animal.

Les planaries d’aigua dol¢a tenen modalitats de reproduccié asexual, sexual i
mixta. La reproduccio asexual té lloc per fissio transversal; els dos fragments resultants
regeneren les parts que falten. Les espécies amb reproduccid sexual son hermafrodites
amb fertilitzacid creuada. El sistema reproductiu €s molt complexe 1 consisteix en un
parell d’ovaris situats ventralment darrera dels ganglis cefalics, amb nombrosos testicles
situats dorsolateralment (per a més informacid vegeu Rieger ef al., 1991) (figura 18 C).

El parénquima ¢s una massa de teixit que omple I’espai existent entre

I’epidermis i I’intesti. Es un teixit poc organitzat que fa de suport als organs interns i on
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hi podem trobar uns sis o set tipus cel.lulars diferenciats (Bagufia, 1981) i un tipus de

c¢l.lula indiferenciada, petita i de forma rodona o ovoide: el neoblast.
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Figura 18. Morfologia externa i interna
dels triclads.

A: aparenca externa de Girardia tigrina,
triclad d'aigua dolca, amb les estructures
més evidents a simple vista, els ulls, les
auricules i la faringe.

B: tall transversal d'un triclad d'aigua
dolga.

C: tall longitudinal d'un triclad mari,
mostrant les estructures principals de
l'aparell reproductor: els ovaris, els
testicles i els folicles vitelaris, la bursa i
I'drgan copulador
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2.2 La regeneracio de les planaries. Model epimorfic-morfalactic

Els neoblasts, doncs, son cel.lules de 5-8um de diametre, indiferenciades i amb
una relacié nucli/citoplasma molt alta (figura 19). La manca de marcadors adequats pero
fa que encara sigui dificil determinar quina és la heterogeneitat d’aquesta poblacid, €s a
dir, saber quines cel.lules son neoblasts i quines sén només descendents de neoblasts
determinades a llinatges cel.lulars especifics. L'esquema de la figura 20 il.lustra la
compartimentalitat i un model d'amplificacio de la poblaci6é de neoblasts. Encara ara es
barregen dues hipotesis sobre la font dels neoblasts: una, la dediferenciacio de cel.lules

somatiques, i I’altra, I’autorenovacio.

neoblasts

W v

cells

\DMD:*O

[

Transit cells

AV b

Figura 20. Model de compartimentalitzacio
amplificacio6 de la poblacié de neoblasts.

Figura 19. Imatges de neoblasts de microscopia
electronica des d’un estadi molt indiferenciat a
estadis més avangats de diferenciacio, amb
I’aparicié de cossos cromatoids i altres organuls
cel.lulars. Tret d’Auladell et al., 1993

Classicament, els processos regeneratius s'han classificat en dos tipus,
l'epimorfosi i1 la morfalaxi. La primera suposa divisid cel.lular a prop i a la superficie del
tall i d'aquesta forma es proveeix teixit nou d'on les estructures perdudes es regeneraran.
En principi l'estructura regenerada, com per exemple, una extremitat, tindra la mida
d'una extremitat normal, com per exemple el cas de la regeneracid dels amfibis (figura
21). La morfalaxi, en canvi, no necessita divisié cel.lular perqué el teixit antic es

remodela per permetre la construccid de les noves estructures. A Hydra, per exemple, la

regeneracié és morfalactica, de manera que es pot formar un individu sencer a partir

41

i



INTRODUCCIO

d'un tros de la columna del polip, pero aixo si, de mida més petita que un individu

normal.

Pngess. rone o Frespecification modal

] 1]
AER
B pP-
EOrs '-‘_ »
e il

—

Figura 21. Dos models de desenvolupament proximo-distal d’extremitats d’amfibis: a: al
“model de la zona de progrés”, els destins dels elements proximals (blau) s’especifiquen
abans dels destins dels elements més distals, a mida que el primordi creix. A la zona de
progrés tenen lloc canvis de desti cel.lular, a la vora de la AER (apical ectodermal ridge).
En canvi, b: al model proposat per Dudley et a/ i Sun et al, 2002, “model de
preespecificacid”, els destins proximo-distals ja s’especifiquen des de ben aviat i la
seqiiéncia observada en el temps del desenvolupament esquelétic resulta d’aquesta expansio
selectiva d’aquells dominis pre-especificats juntament amb la determinacié cel.lular i
I’adquisicié d’un desti cel.lular definitiu. Modificat de Duboule et al., 2002

Pel que fa a les planaries, Salo i Bagufia (1984 a i b, 2002) postularen un tipus
de regeneracié que combinava tots dos processos. Com ja hem esmentat, la capacitat de
regeneracid 1 la gran plasticitat morfologica d'aquests organismes és deguda als
neoblasts, poblaci6 de cel.lules soca que es manté al llarg de la vida de 1’organisme (per
revisions generals: Bagufia et al., 1994 1 Bagufia, 1998). Un fragment diferenciat d'una
planaria sencera pot reorganitzar-se per produir un animal amb tots els sistemes
d'organs restaurats en les dimensions apropiades. Els neoblasts per morfologia,
constituirien el 25-30% del conjunt total de cel.lules i son les Uniques cel.lules
proliferatives a la planaria, i, per tant, podrien ser considerades totipotents. En individus
intactes aquestes cel.lules estan escampades per tot el parénquima 1 les divisions de la
seva progenie generen reposicions de les cel.lules que es perden al llarg del turnover
cel.lular fisiologic. Quan hi ha una ferida, els neoblasts son estimulats a proliferar;
migren localment cap a I’epiteli de la ferida i donen lloc al blastema de regeneracid, a

on les parts distals que falten seran regenerades. Hi ha molts experiments classics i
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demostracions més recents (Sald 1 Bagufia, 2002) que indiquen que els neoblasts son les
ccl.lules soca de la planaria: organismes irradiats amb raigs X perdien les cel.lules
proliferatives 1 la capacitat de regeneracid. La introduccido de neoblasts a aquestes
planaries irradiades restaurava tant la capacitat de regeneracié com la viabilitat. Es
comprova també que les fraccions de neoblasts eren cel.lules soca que no sols donaven
lloc a la linia somatica sind també a la linia germinal. Per altra banda sembla ser que els
neoblasts, a més a més, responen a la informacid posicional proveida per les cel.lules
diferenciades. L’altre punt en el que es treballa actualment és 1’heterogeneitat de la
poblacid de neoblasts. La identificacié de marcadors de neoblasts pot ajudar a con¢ixer
quin percentatge de cel.lules morfologicament definides com a neoblasts son realment
totipotents 1 quins representen descendents amb el llinatge ja restringit.

Les planaries d’aigua dolga han estat doncs desde decades un model classic per
estudiar els problemes de regeneracid i desenvolupament. La regeneracidé de parts
corporals a partir de teixits diferenciats ha fet plantejar-se qiiestions com les referents a
la regulacié de la polaritat, la identitat posicional i 1’escala o proporcié dels teixits
regenerants. La regeneraci6 reflecteix bé la inherent pluripoténcia de cel.lules
diferenciades o bé el manteniment en 1’adult de cel.lules indiferenciades a partir de les
quals els teixits mancants seran regenerats.

Tots aquests trets els fan un grup singular respecte la majoria dels grans grups
animals, ja que a diferencia de molts organismes que presenten formes adultes
estrictament determinades des del punt de vista de la mida i1 del patro, les planaries
poden regenerar i remodelar el seu cos. En aquests organismes, la regeneracio no ¢és
només el mecanisme de reproduccio asexual, sind també el sistema emprat en el cas de
lesions corporals per tal de restaurar el patrd. Aixo €s el que ens fa possible poder induir
la regeneraci6 experimentalment després d’una amputacid traumatica 1 a 17°C, per
exemple; en aquesta situacio I’animal triga aproximadament 7-10 dies en ser de nou un
organisme sencer. Les planaries poden presentar modalitats de regeneracid terminal,
bipolar, bilateral, intercalar i supernumeraria (figura 22). Un dels focus d'interes d'avui
dia és descobrir quines son les molecules i vies de senyalitzacié que regeixen aquests

processos 1 posteriorment establir comparacions entre la regeneracio i I'embriogenesi.
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@ ;
Anterior Q
~ SNV Figura 22. Diferents

00 tipus de regeneracio: (1)
-~ 4 y regeneracid posterior;(2)
-5 regeneracio
/ bidireccional, 3)
~ 5

regeneracid anterior; (4)
regeneracid lateral i (5)
regeneracid intercal.lar.
Modificat de Bayascas et
al., 1997.

Posterior \ @

Un dels primers estudiosos de la regeneracio de les planaries fou Morgan que va
demostrar que un fragment tan petit com 1/279 d’una planaria podia regenerar un
animal complet. També va atacar el problema de la polaritat; com un fragment de cua
pot fer un nou cap i a la inversa? Morgan va presentar la primera suggeréncia d’un
gradient morfogenetic (progressiu augment o disminucid de la concentraci6 de
molecules que fa que les cel.lules adoptin diferents destins cel.lulars a diferents
concentracions) i1 va distingir també la regeneracié epimorfica de la morfalactica,
demostrant que totes dues tenien lloc a les planaries (Morgan, 1898). Com hem dit, Salo
1 Bagufia postularen el model epimorfic-morfalactic de regeneracié en planaries: el
fenomen d’epimorfosi en planaries consisteix en 1’acumulacio, formant blastema o no,
de cel.lules indiferenciades prop de la ferida, les quals proliferen usualment fora del
blastema, ja sigui en les zones més properes a la ferida o postblastema, com a les més
allunyades; els processos morfalactics que contribuirien a la remodelacié del teixit antic
que resta son canvis al balang de proliferacio/mort cel.lular de les diferents parts del cos
1 canvis a la determinacié o vies de determinacié i diferenciacio dels neoblasts per
acomodar les noves i velles regions a les noves posicions actuals, ja que cal restaurar la

simetria 1 proporcions (figures 23, 24).
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Pel que fa a la determinaci6 del patrd durant la regeneracid, té lloc aviat i de
forma seqiiencial a la regio del post-blastema, quan el blastema no s’ha format o és
practicament invisible. Aixo concorda amb el model epimorfic-morfalactic exposat una
mica més amunt on una primera etapa morfalactica en la que s’estableix el patrod
seqiiencialment en una estreta banda de teixit precedeix una fase epimorfica on el patrd

s’expandeix i finalment es defineix.

Figura 23. Model epimorfic-
morfalactic de regeneracio de
les planaries. A partir d’un
fragment (fragment ratllat) de
planaria es donara un procés
epimorfic, és a dir, la
formaci6 d’un blastema o
teixit de novo que produira
estructures noves, i un procés
morfalactic que consisteix en
la remodelacié del teixit que
resta  (esquema tret de
Morgan, 1898)

Intact French flag system

iticeal .
i |,
i growth

Figura 24. Un patré com
el de la bandera francesa
s’especifica  per un
gradient de valor
posicional. Si el sistema
es talla per la meitat pot
regenerar de dues
maneres: per morfalaxi
s’estableix una nova
frontera a nivell del tall i
els valors posicionals es
canvien al llarg de la
regi6. En la regeneracid
per epimorfosi, els nous
valors posicionals
s’adquireixen per
creixement a partir de la
superficie ~ del  tall.
Modificat de Wolpert,
2002

Les cel.lules que s'acumulen al blastema primerenc s'organitzen per produir una

unica estructura independentment de la naturalesa del teixit pre-existent d'on provenen.
Hi ha resultats que mostren que el desti de les cel.lules que formen el blastema de cap es
troba ja especificat 12-24 hores després de I'amputacio (Bagufia ef al., 1994).

Per altra banda, la polaritat A/P durant la regeneracié de parts del cos de la
planaria pot ser determinada per trossos ben petits de teixit (Morgan, 1898). Com a
excepcid, tindriem el teixit enfront dels fotoreceptors de moltes espécies de planaries

que no poden regenerar (Morgan, 1898), segurament degut a la manca d'activitat
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mitotica en aquesta regid (Newmark 1 Sanchez-Alvarado, 2000; revisio Reddien 1

Sanchez-Alvarado, 2004).

2.3 El sistema nervios de la planaria

Des d’un punt de vista morfologic el SNC de la planaria és aparentment simple 1
de trets primitius, amb ganglis cefalics a la part anterior i dos cordons nerviosos ventrals
disposats logitudinalment al llarg del cos. Tot i aixi, presenta una serie de
caracteristiques interessants: moltes neurones tenen funcié neurosecretora i les seves
capacitats integratives son intermitges entre les de cnidaris i1 els metazous superiors;
també, amb similaritats amb vertebrats com la preséncia de neurones multipolars al
SNC i neurones bipolars a les comissures de les planaries. A nivell molecular Umesono
et al. (1997,1999) mostraren que el cervell de la planaria pot ser dividit en quatre
dominis moleculars basant-se en I’analisi de I’expressié dels homolegs a planaria de la
familia de gens otd/Otx. Més recentment microarrays de DNA han estat utilitzats per
aillar un gran nombre de gens neurals i per definir molts dominis moleculars 1
funcionals al cervell de la planaria (Cebria et al., 2002 a 1 b). Estudis d'embriologia
comparativa han suggerit que els SNCs dels bilaterals (tant protostoms com
deuterostoms presenten un sistema nervids centralitzat) tenen origen diferents, ja que en
el cas dels protostoms, el SNC es forma a partir de l'ectoderm ventral i, en canvi, en el
cas dels deuterostoms s'origina a partir del tub neural dorsal. Perd aquesta visio ha
canviat gracies a les dades moleculars que hem esmentat anteriorment que donen suport
a la hipotesi contraria, especialment les dades referents a la conservacio de patrons
d'expressio de molts gens reguladors.

Morfologicament, el sistema nervids de la planaria ha estat estudiat per
immunocitoquimica utilitzant dos marcadors: el neuropeptid F (NPF) propi dels cucs
plans i la serotonina (5-HT) en crioseccions. Aquesta técnica ha permés fer una
descripcio molt precisa del sistema nervios d’aquest organisme. S’ha pogut comprovar
entre d’altres coses que el sistema nervids central de la planaria té forma de ferradura.

El cervell esta compost per dos lobuls laterals en posicid antero dorsal,
connectacts per tres comissures, una antero dorsal davant els ulls i dues de ventrals

darrera els ulls. El parell de ganglis doncs pren forma d'U invertida amb entre 8 o 9
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branques cefaliques, depenent de I'especie, que connecten els ganglis cerebrals amb els

organs sensorials de cada costat.

Figura 25. G.tigrina, hibridaci6 in situ whole-mount contra el
marcador neural sinaptotagmina amb talls transversals per
detectar la senyal a nivell intern del SNC. Esc.barres 0,5mm

La parella de cordons nerviosos principals s’extén des dels lobuls laterals del
cervell fins la cua de I’organisme. Les seccions al criostat (figura 25), tot i que també es
pot veure amb immunotincions sobre 1’animal sencer (figura 26), ens mostren com
ambdos cordons nerviosos presenten de forma iterativa acumuls de cél.lules nervioses
en forma de petits ganglis d’on surten les branques laterals que connecten els dos
cordons nerviosos principals amb el plexe submuscular i també les comissures
transversals que connecten els dos cordons centrals. A nivell dorsal no s’observen

cordons nerviosos.

Figura 26. G.tigrina, immunotinci6é contra el neuropéptid FMRFamida en organisme intacte i
detall de la cua. S'endevinen els ganglis al llarg dels cordons nerviosos principals, i la connexid
posterior dels dos cordons nerviosos. Esc.barres 0,5mm
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Per altra banda, la faringe presenta el seu propi plexe nervids faringic i intestinal.
Aquest primer plexe, connectat directament amb el cervell, envia les seves fibres al tub
faringi on formen una xarxa cilidrica interna 1 una d’externa a la paret del tub (figura
27).

Finalment trobem dos plexes periférics: el subepitelial i el submuscular. La
xarxa de neurones d’entrada i de sortida de la faringe és similar en estructura al plexe

nervios submuscular (Baguiia i Ballester, 1978).

Figura 27.
G.tigrina, detall
del plex nervios
faringic 1 dels
cordons nerviosos
principals.

Cal també esmentar els organs sensorials que comprenen quimioreceptors i
mecanoreceptors, localitzats a la part anterior de ’animal 1 que envien projeccions als
ganglis cefalics que processen les senyals i que dirigeixen les respostes adequades.
L’expressio, per in situ whole-mount i de seccions, de Gtsix-3, també clonat al nostre
grup, mostra la localitzacié del transcrit a nivell de les projeccions que comentavem

(figura 28) (Pineda i Salo, 2002).

Figura 28. G.tigrina,
hibridacid  in  situ
whole mount de Gtsix-
3. Tret de Pineda i
Sald, 2002. Esc.barres
0,5mm
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2.4 Regeneracio del sistema nervios de la planaria

El desenvolupament i I’evolucid del sistema nervids central han estat uns dels
topics que més interes han despertat dins del camp de la biologia del desenvolupament.
Malgrat les diferencies existents entre el SNC dels vertebrats i els invertebrats, hi ha una
série de mecanismes i programes genetics basics pel desenvolupament del cervell que es
troben altament conservats. Les planaries d’aigua dol¢a sén un sistema biologic que ens
pot ser molt 1til per estudiar la formacié del SNC en un contexte diferent que el de

I’embriogenesi normal: la regeneracid neural.

b
’ . - 5d
Figura 29. Regeneracio cefalica a Schmidtea mediterranea a 17°C. Primer hi ha una contraccié muscular
per cicatritzar la ferida (15°). Posteriorment, a les 3h, hi ha una relaxacié muscular. A les 10h s’inicia la
formacié del blastema (b). Als 2d ja tenim un blastema indiferenciat. Als 4d el blastema va creixent per
aportacio basal de cel.lules proliferants al post-blastema (pb). Als 5d el blastema continua creixent i hi ha
I’inici de la diferenciacié de I’epidermis. Als 7d s’observa la completa diferenciacid des ulls i a partir dels

8d la pigmentacié de la nova epidermis que va enfosquint el blastema, excepte en la zona despigmentada o
zona periglobular que permet el pas de la llum als ulls. Esc.barres 0,5mm

El SNC de la planaria pot ser utilitzat doncs com a model per estudiar la regeneracid
neural a organismes superiors. Tot 1 aixi, encara se n’han fet pocs estudis 1 es manté
sense resoldre definitivament una antiga qiiestio: el nou cervell regenerant ho fa a partir
del creixement dels cordons nerviosos trencats o apareix independentment d’aquests
cordons pre-existents i gracies a la diferenciaci6 en neurones dels neoblasts? Els treballs
de Reuter et al. (1995, 1996) i Reuter i Gustaffson (1995) i Cebria et al., (2002 a i b),
entre d’altres, intenten aclarir aquesta i altres qiiestions. Al primer estudi utilitzaren
antiserum contra els neuropeptids F (NPF) 1 FMRFamida 1 contra I’amina biogénica 5-
hidroxitriptamina (5-HT), i mostraren que durant la cicatritzacio i posterior regeneracio
després d’una decapitacio a G.tigrina, la formacio dels nous ganglis consisteix en dos

processos: el primer procés té lloc durant els dies 1 i 2 1 consisteix en que prolongacions
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neurals emergeixen des de les protuberancies dels antics cordons nerviosos 1 envien
fibres cap a la banda contralateral 1 s’aproximen 1’una a 1’altra, cap al centre, a prop de
la vora del blastema. El segon procés, del dia 3 a 5, neoblasts immunoreactius a 5-HT
apareixen davant de la comissura anterior en desenvolupament; aquestes cel.lules 5-HT-
IR fasciculen amb la comissura cerebral anterior; apareixen fibres de les comissures
posteriors del cervell 1 fibres cap a les auricules. Van observar que eren cel.lules
indiferenciades que migraven cap als cordons nerviosos principals 1 que es
diferenciaven en ce¢l.lules nervioses, renovant la poblacié de cel.lules neuronals. Aquest
estudi donava doncs suport a la hipotesi de que les cel.lules nervioses son originades a
partir de cel.lules indiferenciades (figura 31).

Els treballs de Cebria ef al. 2002 a i b analitza com és regenerat el SNC de la
planaria i quins gens s’hi troben implicats. Per I’estudi utilitzaren una combinacio
d’immunotincié amb un homoleg de la sinaptotagmina (Tazaki ef al., 1999) 1 hibridacid
in situ de 12 gens neurals expressats a diferents dominis moleculars al cervell intacte, a
organismes de Dugesia japonica (figura 30). Els gens neurals que utilitzaren Cebria et
al. en aquests treballs havien estat aillats en projectes de microarrays de DNA de
planaria. Alguns d’ells presentaven homologia amb gens coneguts a altres organismes
(N-CAM, receptor de tirosin-fosfatasa, subunitat o de proteines G, receptor de
lipoproteines de baixa densitat, etc ). Segons la seva up-regulacio durant la regeneracio
van ser classificats com a: gens d’expressio temprana, mitjana o tardana. Com hem dit
anteriorment, el cervell de la planaria consisteix en dos ganglis lobulats connectats
exclusivament per la seva part més anterior i pot ser dividit en una regid central
d’estructura esponjosa, el neuropil, i moltes branques laterals que s’extenen cap els
marges del cap. La combinacié de la immunotincié contra Djsyt (Dugesia japonica
synaptotagmin) amb les in situs dels diferents gens neurals els fa afirmar que el cervell
de la planaria no €s una simple unié a la part anterior dels cordons nerviosos, siné que
es tracta de dues estructures diferenciades, sent el cervell una estructura localitzada més
dorsalment. Aquesta observacio es confirma posteriorment amb seccions de les in situs
whole-mount. Proposen també que un homoleg de la familia de les netrines

s’expressaria a la regio solapant del cervell 1 els cordons nerviosos ventrals.
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Figura 30.
Diferents marcadors
neurals. Tret de
Cebria et al. 2002a

El que demostren €s que el primordi del cervell apareix al blastema el dia 1 de
regeneracid. En aquest estadi els cordons nerviosos ventrals romanen trencats a la regio
del postblastema. Basant-se en observacions morfologiques i en 1’expressio d’aquells
diferents gens neurals parlen de tres estadis diferenciats en la regeneraci6 del SNC de la
planaria. Al primer estadi s’observen dos clusters bilaterals de cel.lules al blastema
(Salo6 1 Baguifia, 1984, a 1 b; Baguiia et al., 1989; Newmark 1 Sanchez-Alvarado, 2000).
Gens candidats responsables de fer que els neoblasts esdevinguin cel.lules del cervell
serien els homolegs dels gens otd/Otx 1 Pax-6 (Umesono et al., 1997 1 Pineda et al.,
2002) Al segon estadi, el que era el primordi del cervell observable al primer estadi
esdevé un petit cervell amb les seves dues meitats connectades a la part més anterior i
amb poques branques que s’extenen cap a les vores del cap. S’esta estudiant el paper de
les netrines en aquestes connexions. Al tercer estadi sembla ser que el SNC esta ja
reconstruit, almenys a nivell estructural (cervell esponjés i cordons nerviosos ventrals
connectats per mig de moltes comissures transversals), pero potser no a nivell funcional
ja que el patré normal de gens neurals d’expressio tardana encara no esta totalment
restaurat. El patrd d’expressio del gen GtPax6-A permet seguir la regeneracié del SNC

segons es mostra a la figura 32 (Pineda et al., 2002).
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|

Figura 31. Esquema que mostra els dos processos ja esmentats en el text implicats en la regeneracié del
cervell a Girardia tigrina. Durant el primer procés, que inclouria els dies 1-2, fibres nervioses
emergents del cordons nerviosos antics (fletxes) creixen transversalment cap al centre, a prop a la vora
de blastema- postblastema (fletxa curta), construint aixi una bastida on sera format el futur nou cervell.
El segon procés, durant els dies 3-5, implica 1’aparici6é de neoblasts davant de la comissura anterior en
desenvolupament (fletxes petites). A continuacid fibres nervioses fasciculen amb aquesta comissura
anterior i més endavant apareixen fibres de les comissures posteriors del cervell i fibres cap a les
auricules. Modificat de Reuter et al., 1996

2d 3d Gd

Figura 32. Hibridacid in situ whole-mount de GtPAx6A en planaries regenerants
de I’especie G.tigrina. Es detecta expressio ja als 2d de regeneracid, com a dos
spots localitzats a la regié on els antics cordons nerviosos ventrals varen ser
seccionats i on es comenga a formar el nou cervell. Als 3d de regeneracié els
spots positius per GtPax6A4 s’expandeixen i ressegueixen les fibres emergents
dels cordons nerviosos antics. Les segiients imatges corresponents als dies 6, 8,
11i 15 de regeneracié mostren 1’expansio de la senyal que segueix la regeneracid
dels ganglis cefalics. Modificat de Pineda et al., 2002. Esc.barres 0,5mm

52



OBJECTIUS

La comunicaci6 entre les cel.lules és essencial per integrar les ordres necessaries
perque un organisme pugui desenvolupar-se correctament des de I’estadi d’una cel.lula
fins el manteniment de I’estat adult. E1 nombre de vies de senyalitzacié que les cel.lules
utilitzen per comunicar-se és relativament baix. Es per aixd que aquestes vies s’utilitzen
una vegada rera ’altra durant el desenvolupament dels organismes. La propietat que fa
de les planaries uns organismes especialment interessants des del punt de vista del
desenvolupament ¢és la seva plasticitat morfologica i gran habilitat per regenerar les
parts perdudes del cos. L’objectiu general d’aquesta tesi seria doncs determinar si en
concret la via de transduccio de senyals Wnt, que regeix multiples funcions durant el
desenvolupament normal dels diferents organismes, €s també una de les que coordina la
correcta regeneracid durant la vida de les planaries.

Els elements integradors de ’anomenada via Wnt canonica (lligands, receptors,
efectors citossolics -activadors 1 inhibidors- i factors de transcripcio nuclears) es troben,
a grans trets, conservats al llarg de 1’escala filogenctica. Amb I’aillament d’alguna
d’aquestes proteines i amb les eines de les que disposem per 1’estudi de 1’expressio i de
la funcid geniques, aixi com amb diferents droques inhibidores de quinases, ens
disposem a averiguar si aquesta via també esta conservada al filum dels Platihelmints, i
a demostrar la seva implicacio, o almenys la d’algun dels seus elements, en el procés de

regeneracid de les planaries, tot intentant deduir en quins processos participen.
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En aquest apartat de Materials i Me¢etodes del present treball només ens
extendrem en aquelles tecniques aplicades per primera vegada a planaria o en d'altres
que han sofert alguna modificacid. La metodologia d'aillament de gens per PCR
degenerades 1 la completacio de la seqiliencia per mig del metode de RACE-PCR son
metodes ja realitzats anteriorment 1 descrits exhaustivament en tesis 1 estudis previs. De
la mateixa forma que el subclonatge en plasmid, la subseqiient transformacié en
cel.lules bacterianes competents, l'obtencio6 de DNA plasmidic (minipreparacio de
DNA) i la seqiienciacié. Es per aixd que no repetirem aquests punts, només els
referenciarem. De la mateixa manera, totes les solucions utilitzades de les que no
s’especifiqui la composicid, aquesta es troba descrita a Sambrook ef al., 1989. Els
enzims usats han estat de marques Promega, Takara i Roche 1 els productes han estat
proveits per les cases Sigma, Merck 1 Prolabo majoritariament. En la descripcié dels

materials s’especifica la procedeéncia d’aquells que es creu té relevancia esmentar-la.

1.MATERIAL BIOLOGIC

1.1 Captura i manteniment en el laboratori

Per aquest estudi s’ha utilitzat una linia asexual de la planaria d’aigua dolga
Girardia tigrina, en concret de la classe A (segons tesi Ribas 1990: organismes fissipars
amb un patré de pigmentacié externa clapejat sobre fons marrd i amb una faringe
clarament pigmentada, sent aquesta una pigmentacid tipica de les planaries europees).
L’espéecie utilitzatda pertany al Filum dels Platihelmints, a la Classe Turbellaria, Ordre
Tricladida, Subordre Continentialia, Familia Dugesidae 1 Génere Girardia. Els
organismes han estat recollits al riu Calders (provincia de Barcelona). Es mantenen en
aigua de planaries al laboratori (1 volum d’aigua de laixeta, 1 volum d’aigua
destil.lada, 0.125 ml d’AguaSafe de TetraAqua/L H,O, 10 pug/ml gentamicina sulfat de
Roig Farma S.A n° 30934-25) a 19°C i s’alimenten dos vegades per setmana amb
aproximadament 10 g de fetge de vedella per 100 planaries. El fetge es retira al cap

d’entre 2-4 hores (es canvia 1’aigua 1 I’endema es torna a canviar)
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2.0BTENCIO D’ACIDS NUCLEICS

2.1 Aillament de RNA Total amb el reactiu TRIZOL® Reagent (Life Technologies)

Precaucions a I’hora d’evitar contaminacions per Rnases

Treballar sempre amb guants i amb puntes 1 eppendorf lliures de Rnases.
En preséncia del TRIZOL®, ’'RNA es troba protegit de contaminaci6 per RNAses.

Procediment per ’aillament de RNA

Al treballar amb TRIZOL® cal utilitzar guants i proteccié pels ulls. Treballar el primer
pas sota campana i evitar el contacte amb la pell o la roba, tot procurant no inhalar els
Vapors.

10.

Per cada 50-100mg de teixit homogenitzar en Iml de TRIZOL® (n® cataleg 15596-026) (és una
solucié mono-fasica de fenol i isotiocionatde guanidina) Per cada 5 planaries per exemple utilitzem
500ul de teixit. Per una planaria utilitzariem 100ul. Aquests homogenitzats es poden guardar a -20° si
cal per dies.

Incubem les mostres a temperatura ambient per permetre la completa dissociacié de complexes
nucleoproteics.

Centrifugar a 12,000 x g durant 10 min a 4°C, i transferir el sobrenadant a un tub nou.

Afegim 200ul de cloroform per 1 ml de reactiu TRIZOL®, I agitem vigorosament durant uns 15 seg.
Incubem 2-3 min a temperatura ambient.

Centrifuguem les mostres a no més de 12,000 x g durant 15 min a 4°C.

Transferim la fase aquosa incolora superior a un nou tub, I procedim a precipitar ’RNA barrejant
amb isopropanol. Utilitzem 500ul per 1 ml de TRIZOL® utilitzat per I’homogenitzacid inicial.
Incubem les mostres a temperatura ambient durant 10 min i centrifuguem a no més de 12,000 x g
durant 10 min a 4°C.

Descartem el sobrenadant i rentem el pellet de RNA amb 75% ethanol, afegint com a minim 1 ml
d’etanol 75% per 1 ml de TRIZOL® utilitzat per I’homogenitzacio inicial. Barregem amb vortex i
centrifuguem a no més de 7,500 x g durant 5 min a 4°C.

Assequem el pellet de RNA breument, aproximadament uns 7 min a temperatura ambient. Dissolem
I’RNA en 5-20ul d’aigua DEPC depenent de la quantitat inicial de teixit i ressuspenem amb 1’ajuda
d’una pipeta; incubem 10 min a 65°C.

Carreguem 1 pl de cada mostra de RNA en un gel al 1.5% d’agarosa per RNA juntament amb un
marcador de RNA (RNAs de E.coli 16S i 23S) Correm el gel fins que la mostra ha migrat
aproximadament 1.5 cm del pouet. Evaluem la quantitat i integritat del RNA sota llum UV. Les
bandes de RNA ribosomic haurien de ser, ben visibles amb poc o gens smear. La banda de DNA

genomic (propera al pou) ha de ser de una intensitat molt menor que les bandes de rRNA, o invisible.
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L’RNA que no sigui utilitzat per la sintesi de cDNA pot guardar-se a -80° amb 0.1 volums de LiCl (4
M) i 3 volums d’etanol 100%. Per recuperat dit RNA simplement caldra barrejar bé, centrifugar a
12,000 rpm durant10 min, descartar el sobrenadant, rentar un cop amb etanol 80%, assecar el pellet,

i dissoldre en Buffer QT.

2.2 Sintesi de cDNA utilitzant I’enzim SuperScript™ III RNAse H- Reverse
Transcriptase

Tractament amb DNasa

Abans de dur a terme la sintesi de cDNA a partir de ’'RNA extret fem un tractament
amb DNAsa lliure de RNAses per treure’ns de sobre el DNA genomic i d’aquesta forma
evitar la contaminaci6 al cDNA amb DNA genodmic:

Barregem en un tub:

- 1 ug RNA

- 2 ul X5 First-Strand Buffer (Invitrogen, SuperScript™ III Reverse Transcriptase kit)
- 0.5 pl DNAsa I RNAsa free (5 U/ul, TAKARA)

- fins a un volum final d’H,O DEPC

Incubem 15-30 min a 37°C.

Inactivem la DNAsa I a 75°C durant 5 min.

Sintesi de cadena senzilla de cDNA utilitzant la transcriptasa reversa Superscript 111

La reaccié a 20ul de volum final segiient pot ser feta per 10pg-Sug de RNA total o
10pg-5Spug de mRNA:

1. Afegir els segiients components a la reacci6 anterior

-1 ul d’oligo (dT),e (50uM), o 200-500ng d’oligo (dT)i.13 050-250ng de random primers; o 2pmol
d’oligo especific del gen d’interes. En el nostre cas hem emprat oligodT.

-1ul de dNTPs (10mM)

-Aigua DEPC fins 13ul totals

2. Escalfem a 65° durant 5 min i incubem en gel almenys per 1min

3.Recollim els components al fons del tub amb una breu centrifugacio i afegim:

-4ul de 5X First-Strand Buffer

-1pl de 0.1M DTT

-1l RNAsaOUT™ Recombinant RNAsa Inhibitor (Cat.no. 10777-019. 40U/ul)

-1yl SuperScript III (200U/ul) (Cat.no.18080-044) (si s’han de generar cDNAs de més de 5Kb a
temperatures superiors a 50° la quantitat d’enzim ha de ser augmentada a 400U)

4. Barrejar suaument . Si s’usen random primers cal un pas de 5 in a 25°
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S.Incubem a 50° durant 30-60min. Augmentarem la temperatura de reaccié a 55° si estem emprant
oligonucleotids especifics de gen o si es tracta de motlles dificils o amb elevada estructura secundaria.
6.Inactivem la reacci6 a 70° durant 15min

Aquest cDNA pot ser ja usat per amplificacions per PCR. Tot i aixi, per I’amplificacio d’alguns motlles
de cDNA més grans d’1kb cal un tractament previ per eliminar I’RNA complementari al cDNA. Amb

aquest objectiu cal afegir 1ul (2U) de RNAsaH- d’E.Coli i incubar la reaccid a 37° durant 20 min.

3 AMPLIFICACIO DE DNAs PER PCR

3.1 PCRs amb oligonucleotids degenerats i especifics

Majoritariament, I’enzim usat per fer aquests PCRs ha estat el Tag DNA polymerase
(Promega num cat M1861). S’han provat també altres enzims, perd d’entre tots aquest
¢s el que millors resultats ens ha donat. Les PCRs s’han fet tant sobre cDNAs, com
sobre DNA genomic, com fags de genoteca. No es descriura aquest ultim cas, ja que els
screenings de genoteca no varen donar resultat.

Les condicions de PCR varien segons el parell d’oligonucleotids utilitzat. En termes
generals, 1’estandar era un hold a 94°C 2°, 35 cicles de 94°C 30”, Taneltament 307, 72*C
30”a 2’,un hold a 72°C 4’ i indefinit a 4°C. La temperatura d’anellament era
normalment 5°C per sota de la Tm més baixa de la parella d’oligonucleotids. El temps
d’extensidé varia segons el parell d’oligonucleotids utilitzats, perd normalment es

considera 1’per kb.

A continuacid presentem les seqiiencies dels oligonucleotids degenerats i les condicions
de PCR que ens serviren per clonar amb exit els diferents gens d’aquest treball. La
posicio relativa dels oligonucleotids es troba també esquematitzada a les figures

respectives per cada gen del final de la seccié de Materials i Metodes, apartat 10).

-Oligonucleotids i condicions per GtWnt-5: descrits a Marsal et al., 2003; (el fragment
d’aproximadament 120bp amb que es va iniciar aquest treball va ser clonat per David
Pineda i Tomas, amb oligonucledtids degenerats cedits pel grup del Prof. Thomas

Holstein de la Universitat de Darmstadt, Alemanya)

-Oligonucleotids i1 condicions per Importina (obtinguts de Schneider e al., 2003)

HBC1 5-CARATHYTIGCITAYGGIAAYCAR-3' 24mehr
HBC2 5-GCIGCRTAIGTIGCIA-CICCYTC-3' 24mehr
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Per la PCR amb aquests oligos degenerats, es van barrejar els segiients components,

1 ul cDNA (238 ng/pl)

e 0.4 pl Tag DNA polymerase (Promega; 5 U/ul)
e 5l 10 x PCR buffer (Promega)

e 2 ulMg* (Promega)

e 1 pl de cada un dels oligonucleodtids degenerats A(20 uM) i B(20 uM)
e 0.8 ul dNTPs (10 mM)

e up to a final volume of 50 pl with demineralized H,O

Per la re-PCR, el cDNA va ser substituit per 1 pl d’una dil.lucié 1:10 de la banda purificada obtinguda de

la reaccié de PCR anterior i amb els mateixos volums de reactius de la reaccid primera.

Les condicions tant de la primera PCR com de la re-PCR foren:

-94°C 3 min
-35 cicles(PCR inicial), 30 cicles(re-PCR) :
94°C 1 min
45°C 1 min
72°C 1 min
-72°C 2 min
-4°C infinit

-Oligonucleotids i condicions per GSK-3:

GSK-6: 5'-GTNGCNATHAARAARGT-3' 17mehr
GSK-3: 5-GGYTTDATRTCNCKRTGRCA-3' 20mehr

Per la PCR amb aquests oligos degenerats, es van barrejar els segiients components,

1 ul cDNA (=38 ng/ul)

0.4 ul Tag DNA polymerase (Promega; 5 U/ul)

5 ul 10 x PCR buffer (Promega)

2.5 ul Mg*" (Promega)

2.5 ul de cada un dels oligonucleotids degenerats per GSK-3, GSK-3 (20 uM) i GSK-6 (20 uM)
0.8 ul ANTPs (10 mM)

fins a un volum final de 50 pl amb H,O destil.lada

Per la re-PCR, el cDNA va ser substituit per 1 pl d’una dil.lucié 1:10 de la banda purificada obtinguda de

la reaccié de PCR anterior i amb els mateixos volums de reactius de la reaccid primera.

Les condicions tant de la primera PCR com de la re-PCR foren:

-95°C 3 min
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-30 cicles :
95°C 1 min
42°C 1 min
72°C 1 min
-72°C 2 min
-4°C infinit

-Oligonucleotids 1 condicions per TCF:

TCF1: 5>-ATGCTNTAYATGAARGARAT-3" 20mehr
TCF2: 5’-CKYTTNCKYTTYTTYTTYTT-3 20mehr

Per 1a PCR amb aquests oligos degenerats, es van barrejar els segiients components,
e 1 ul cDNA (=38 ng/ul)
e 0.4 ul Tag DNA polymerase (Promega; 5 U/ul)
e 5l 10 x PCR buffer (Promega)
e 2.5ul Mg* (Promega)
e 2.5 ul de cada un dels oligonucleotids degenerats per TCF, TCF-1 (20 uM) i TCF-2 (20 pM)
e 0.8 ul dNTPs (10 mM)
e fins a un volum final de 50 pl amb H,O destil.lada

Per la re-PCR, el cDNA va ser substituit per 1 pl d’una dil.lucié 1:10 de la banda purificada obtinguda de
la reaccié de PCR anterior i amb els mateixos volums de reactius de la reaccid primera.

Les condicions tant de la primera PCR com de la re-PCR foren:

-94°C 2 min
-35 cicles :
94°C 1 min
40°C 1 min
72°C 1 min
-72°C 2 min
-4°C infinit

3.2 RACE PCR

Diferents kits comercials permeten I’elongacié per PCR amb oligonucleotids especifics

d’una seqiiencia coneguda de la qual no es coneixen les regions flanquejants.
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La tecnica només va ser exitosa per completar el gen GtWnt-5; les condicions de PCR
aixi com la seqiiéncia dels oligonucleotids especifics W3’ I W5’ es troben especificades
a Marsal et.al., 2003.

L’aillament de DNAs amplificats (aillament de DNA a partir de gels d’agarosa,
aillament de DNA a partir de producte de PCR), el clonatge en plasmids d’E.coli
(protocols de lligacid, transformacié i minipreparacid de DNA plasmidic) 1 la
seqiienciacié de DNA es troben descrits a la tesi d’Eva Jiménez (2003), realitzada també

al nostre grup.
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ampicillin lacZ'
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Figura 1. Vector pBluescript SK(-) i fragment de seqiiencia de 601 a 826 amb que

es realitzaren els diferents clonatges d’aquest treball.
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4. HIBRIDACIO IN SITU WHOLE-MOUNT

4.1 L'objectiu d'una hibridacio in situ whole mount

La hibridacio in situ whole-mount és un metode per detectar el patrd d'expressio d'un
gen particular en un organisme. A planaries aixo té lloc fixant i despigmentant (pas de
bleaching) les planaries intactes o regenerants, i permeabilitzant-les perque la sonda
sigui capa¢ d'entrar a la cel.lula. La sonda és la cadena antisentit i de RNA, amb
digoxigenina conjugada a alguns dels nucleotids uracil (Schwarzacher et al., 2000). La
cadena RNA antisentit reconeixera la cadena sentit del RNAm a les cel.lules que
expressen el gen d'interés. Després de la hibridacié amb la sonda, les planaries s'incuben
amb un anticos contra digoxigenina conjugat a fosfatasa alcalina. Els anticossos units a
la sonda antisense podran ser detectats colorimétricament per mig de la incubacié en
NBT/BCIP (nitroblue tetrazolium (NBT)/ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate) Una
reaccio iniciada pel clivellament del grup fosfat del BCIP per la fosfatasa alcalina dona
lloc a un color bleu i redueix el NBT a un precipitat violeta insoluble (Schwarzacher et
al., 2000). Normalment també es prepara una sonda sentit complementaria a la sonda
antisentit. Es prepara 1 s'hibrida en paral.lel a la sonda antisentit i serveix de control
negatiu. Es realitza per examinar l'extensio i distribucio de la hibridacid no especifica de
la sonda. La sonda sentit hauria de ser la cadena complementaria a la sonda antisentit
per ser capagos d'utilitzar la informaci6 d'hibridacié no especifica, si és que n'hi ha, de
la sonda sentit a les hibridacions in situ whole mount amb la sonda antisentit. La
similitud en la proporcié A:T/G:C i la mida de la sonda fa que la informacié d'unié no-

especifica sigui més fiable.

4.2 Preparacioé de sondes de RNA marcades amb digoxigenina per hibridacions In
Situ

-Per GtWnt-5

Al llarg d'aquest treball hem dissenyat sondes Anfisense- 1 Sense marcades amb
digoxigenina que cobreixen tres zones diferents de la seqiiencia del gen GtWnt-5. Els
fragments son els anomenats W600, W372 1 W519, de 600pb, 372bp 1 519bp

respectivament. La regié que cobreix cadasquna d'elles esta indicada a la figura.
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La sonda corresponent a W600 fou amplificada amb els oligonucleotids W5E 1 I'oligo
W3' ; la sonda corresponent a W372 fou amplificada amb els oligonucleotids W5'.4 1
W3'.2 i, finalment, la sonda corresponent al fragment W519 fou obtinguda amb els

oligonucleotids W5' 1 W3'.2:

WSE: 5-CAGACATGGACCTGTTCCAGTCG-3' 24mehr
W3': 5'-GTGTGGAGACAATTTAAGATATGCC-3" 25mehr
W5'  5-GCAGATTTACTAAAATGATTGCCAG-3' 25mehr

W5'4: 5'-TTTAGGTCTCTCTTCAGTACT-3' 21mehr
W3.2: 5'-GTACTACCGTGGAAAAACAAA-3' 21mehr
-Per GSK-3

S'han dissenyat dues sondes per detectar els nivells de transcrit per GSK-3; la primera
d'elles cobreix tot el fragment de 426bp clonat del gen en qiiestié. L'amplificacio es va
realitzar amb els oligonucleotids G3’ 1 G5’que es mostren a la figura. La segona sonda

té una mida de 240bp i es va obtenir amb els oligonucleotids GspF 1 G5’ (figura X).

G3'": 5'-GTTGCCATCAAGAAGGTGCAC-3' 21mehr
GS5": 5'-GGTTTTATATCGCGATGGCAC-3' 21mehr
GspF: 5-AATACGAGAAGACAGCAGCAA-3' 21mehr

El disseny de les sondes s'ha realitzat sempre amb dues mostres, Antisentit i Sentit,
d'acord amb el manual de Roche per a hibridacions /n Sifu no radioactives. Depenent de
l'orientacio de l'insert de cDNA al plasmid, la cadena Antisentit es produeix digerint el
plasmid amb BamHI 1 retrotranscrivint amb la RNA polimerasa T7, o es produeix
digerint amb EcoRI 1 retrotranscrivint amb la RNA polimerasa T3.Aquests enzims de
restriccio s'escullen sempre i quan no hi hagi les seves dianes a l'insert mateix Per
exemple, en el cas de GSK-3, l'insert conté una diana interna per BamHI i, per tant,
varem utilitzar Nofl en el seu lloc per a produir la digestid. Les sondes sentit es fan

servir sempre com a control negatiu en una hibridacié In Situ
Preparaci6 del DNA:

1. El plasmid pBluescript I SK (+) contenint I'insert de cDNA d'interés va ser purificat d'un cultiu de
bacteries DH5a utilitzant el Kit QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN). D'aquesta forma s'obtenen
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50 pul DNA. Per a la seva quantificacid, 1l de la mostra es corre en un gel d'agarosa/EtBr a I'l1%
juntament amb el marcador de DNA AEcoRIHindlll per quantificar el DNA.

2. El plasmid purificat es va digerir de la seqiient manera:

Antisense:

Barrejar en un tub:

+ al voltant de 5 ng DNA

+ 15 ul Buffer H (Roche)

+ 5 ul EcoRI (o altres) (15 U/ul de TAKARA)
+ fins a un volum final de 150 ul amb H,O

Sense:

Barrejar en un tub:

+ al voltant de 5 pg DNA

+ 15 ul Buffer B (Roche)

+ 5 pul BamHI (o altres)(15 U/ul de TAKARA)
+ fins a un volum final de 150 ul amb H,O

S'incuben els tubs 2 hores a 37°C. Abans de prosseguir amb el tractament amb proteinasaK, convé testar
5 pl de cada mostra en un gel a 1'1% d'agarosa/EtBr amb un marcador de mida per assegurar-nos que tot
el plasmid ha estat digerit.

Afegim 50 pg/ml de proteinase K i ho deixem 30 min a 37°C.

Afegim H,O fins a un volum final de 350 pl.

Afegim 350 pl de fenol-cloroform i centrifuguem durant 5 minutes a RT.

Transferim el sobrenadant a un nou tub de microcentrifuga de 1.5-ml

Microcentrifuguem els tubs i repetim el pas 5

® 2N Nk

Transferim el sobrenadant a un tub nou de microcentrifuga de 1.5-ml i afegim un volum de
cloroform-alcohol- isoamilic. Centrifuguem les mostres durant 5 min a RT.
9. Transferim el sobrenadant a un nou tub de microcentrifuga de 1.5-ml. Precipitem el DNA: Afegim
els segiients reactius:
+ 0.1 volums de NaAc (pH 5.2 -3 M)
+ 2 volums d' etanol (100%) fred
+ 1 ul seeDNA (Amersham Life Science)/tRNA
Barregem bé tot movent els tubs amunt i avall.
Incubem les mostres per una hora com a minim a -20°C o tota la nit. Alternativament: 25 min a -
80°C.
10. Centrifuguem les mostres durant 20 min a 4°C. Descartem el sobrenadant.
11. Rentem el pellet amb aproximadament 200 ul d'etanol (70%) fred. Centrifuguem les mostres durant

10 min a 4°C.
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12. Descartem completament el sobrenadant i assequem el pellet a RT
13. Dissolem en 10 ul d'H,O depc (H,O tractada amb dietil pirocarbonat).
14. Quantifiquem el DNA:
Fem dil.lucions 1:100 de cada mostra i carreguem 1 pl, 5 pli 25 pl of each dilution on a 1%

agarose/EtBr gel together with a marker for DNA quantification e.g. the AEcoRIHindIlIl.

El segiient protocol va ser realitzat segons el Manual de Roche per Hibridacio i

In Situ no-radioactiva amb alguna modificacio.

Retrotranscripcio:

14. Ha de realitzar-se tot el procés amb components i condicions RNAsa free. Per la retrotrascripcio els
segiients components es barregen:

+ 1 ung DNA

+ 2 ul buffer de retrotrascripcié X10

+ 2 ul DIG RNA Labeling Mix (x10) (Roche)

+ 1 ul RNAse Inhibitor (40 U/ul - Roche)

+ 2 ul RNA Polimerasa (20 U/ul - Boehringer Mannheim);(polimerases T7 o T3)

+ fins a un volum final de 20 pul amb H,O

Barrejar i centrifugar breument

Incubar durant 2 hores a 25°C (T3) o a 37°C (T7).

15. Transferir 1 pl de cada mostra a un nou tub i guardar a -20°C fins el control final ("Abans del
tractament amb DNAsa ").

16. Afegir 1 ul DNAsal RNAsa free (5 U/ul - TAKARA) i deixar a 37°C durant 15 min

17. Prendre 1 ul de cada mostra a un nou tub i guardar a -20°C fins el control final ("Després del
tractament amb DNAsa ").

17. Precipitar 'RNA amb:
+ 30 ul d'H,O depce
+ 0.1 volums LiCl (4 M)
+ 3 volums etanol fred (100%)
+ 1 pl yeast RNA
Barrejar bé i deixar 30 min a -80°C o tota la nit a -20°C.

18. Centrifugar les mostres durant 20 min a 4°C. Descartar el sobrenadant.

19. Rentar el pellet amb uns 150 pl d'etanol fred (70%). Centrifuguem les mostres durant 10 min a 4°C.

20. Descartem el sobrenadant totalment i sequem el pellet a temperatura ambient durant uns minuts.

21. Dissolem el pellet en 100 pl d' H,O depc. Deixem les mostres 30 min a 37°C o 10 min a 65°C per
ajudar a que el pellet es dissolgui millor. Separem 2 pl per testar la concentracio final del RNA (de
les sondes antisense i sense) juntament amb les mostres de 1 pl que hem extret abans ("Abans del
tractament amb DNAsa" i "Després del tractament amb DNAsa"). Rapidament guardem la resta a -

80°C.

66



MATERIALS | METODES

22. El test s'ha de realitzar en un gel de RNA juntament amb un marcador per quantificar (E.coli 16S i

23S RNAs) A més, un Dot Blot pot ser realitzar per a una millor quantificacié del RNA.

4.3 Protocol d’hibridacio in situ whole-mount

(modificat d’Umesono et al.,

1997)
Solution Vol. Temp. Time A

Remarks

Fresh Planarian Water 50ml RT Imin

2%HCI/Holtfreter 50ml 4°C Smin critical, shake by hand; removes
the mucus

Carnoy 50ml 4°C 120min prevent aggregation; fixative

MetOH 50ml -20°C 60min

5%H,0,/MetOH 30ml RT ON leave under cold lamp; removes
the pigmentation

70%EtOH/Holtfreter 50ml 4°C 30min shaking

50%EtOH/Holtfreter 50ml 4°C 30min shaking

30%EtOH/Holtfreter 50ml 4°C 30min shaking

TPBS 50ml 4°C 30min shaking

20pg/ml proteinase K/TPBS 10ml 37°C 8-12min | it depends on the size and
regenerative stage; breaks down
the proteins

Holtfreter 50ml 4°C Imin shaking

4%PFA/Holtfreter 10ml 4°C 60min shaking; fixative

Holtfreter 50ml 4°C Imin shaking

Holtfreter 50ml 4°C 60min shaking

Prehybridization Iml 55°C 60min In eppendorf

Hybridization 0.4ml 55°C approx. preheat probe 10min at 70°C in 4

60h Hybridization solution

50%; formamide/5xSSC/

0.1%tween20 Sml 55°C Smin 6 wells plate

50%formamide/5xSSC/

0.1%tween20 Sml 55°C 60min 6 wells plate

50%formamide/5xSSC/

0.1%tween20 Sml 55°C 60min 6 wells plate

50%formamide/5xSSC/0.1%tw

een20 Sml 55°C 60min 6 wells plate

Buffer | Sml RT Smin 6 wells plate

Buffer | Sml RT 30min 6 wells plate

Buffer 11 Iml RT 30min 24 wells plate

1:2000 antiDIG/Buffer II 0.5ml RT 180min 24 wells plate

Buffer | Sml RT Smin 6 wells plate

Buffer | Sml RT 30min 6 wells plate

Buffer | Sml 4°C ON 6 wells plate

Buffer | Sml RT 30min 6 wells plate

Buffer | Sml RT 30min 6 wells plate

TMN Iml RT Smin

20ul NBT/NCIP Stock 0.5ml RT | - In darkness; developing solution

Solution*/ ml TMN

VOL." stands for Volume, "TEMP." for Temperature. Under "TEMP.", "RT" means
Room Temperature. Under "TIME", "ON" means Over Night.
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When colour reaction has reached the desired state, stop the reaction by washing in

PBS(x1), wash in ethanol, and finally keep the planarians in glycerol:

e wash two times 5 min in PBS at RT.

e Fix in 4% paraformaldehyde for 30 min at RT.

e Wash two times 5 min in PBS at RT.

e Do a serie of ethanol washes 5 min each at RT: 30% EtOH/PBS, 50% EtOH/ PBS,
70% EtOH/PBS, 100% EtOH, 70% EtOH/PBS, 50% EtOH/PBS, and 30%
EtOH/PBS.

e Wash two times 5 min in PBS at RT.

e Keep the planarians in 70% glycerol/PBS at 4°C.

* An anti-digoxigenin antibody (anti-DIG) conjugated to alkaline phosphatase
(Boehringer Mannheim), and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) and
nitroblue tetrazolium (NBT) (Roche) were used to colorimetrically detect probe
hybridization (Sanchez Alvarado & Newmark, 1999)

Fresh Planarian Water: Tap water, deminerelised water, AguaSafe from TetraAqua® to
neutralize chloride and heavy metals (0.625 ml/5 L H,O - 2.5 L tap water and 2.5 L
demineralized water), and the antibiotic gentamicin sulphate (10 pg/ml)

Holtfreter: (NaCl 2.188 g, KCI1 0.031g, CaCl, 0.063 g, NaHCO3 0.125 g)/1000 ml
Carnoy: 60% ethanol/ 30% chloroform/ 10% acetic acid

TPBS: (0.1% Triton x100, KC1 0.2 g, NaCl 8 g, KH,PO4 0.2 g, Na,HPO4*12H,0 2.9
£)/1000 ml

Prehybridization: 50% formamide, 5xSSC, 0.1 mg/ml yeast tRNA, 0.1 mg/ml heparina,
0.1% Tween 20, 10 mM DTT

Hybridization: Prehybridization Solution + 10% Dextran Sulfat + probe

Buffer I: (0.1% Triton x100, Maleic acid 11.6 g, NaCl 9.76 g, 2N NaOH 95 ml)/1000ml
Buffer II: 10% Blocking Solution For nucleic acid hybridization and detection
(Boehringer Mannheim)/ Buffer |

TMN: 0.1 M TrisHCI pH 9.5, 0.1 M NacCl, 0.05 M MgCl,, 1% Tween 20, 10% PVA
(Polyvinyl alcohol, 98-99% hydrolyzed). Dissolve the PVA warming the TMN solution.
PBS x10: (KC12 g, NaCl 80 g, KH,PO4 2 g, Na,HPO,*12H,0 28.9 g)/1000 ml, pH
7.2-7.4.
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5. RNA D’INTERFERENCIA (RNAI)

En aquest treball hem aplicat dues técniques de RNA1 diferents per estudiar la pérdua de
funcid de diferents gens. La pimera és la teécnica de microinjeccié de doble cadena de
RNA (dsRNA), i la segona la ingesta de bacteries productores de la doble cadena de
RNA del gen d’interes.

5.1 RNAI mitjan¢ant injeccio

5.1.1 Sintesi de la doble cadena de RNA pel mecanisme de RNAi per injeccio

En aquest punt €s important que tot el material utilitzat estigui lliure de RNAses, segons
s'aconsella als manuals de laboratori alhora de treballar amb RNA. El vector pBluescript
(Figura 1) permet la transcripcio in vitro dels DNAs clonats gracies a la incorporacid
dels promotors de les RNA-polimerases dels fags T3 1 T7 als dos extrems del lloc
multiple de clonatge. La posici6 d'aquests promotors permetra utilitzar una o altra RNA-
polimerasa per sintetitzar ambdues cadenes senzilles per separat, la cadena amb sentit o

sense, idéntica al RNA missatger, i la cadena complementaria o antisense.

1-Preparacié del DNA motlle (concentracio final de 1pg/nl):

-Linearitzacié plasmid SK Bluescript digerit per Smal que conté l'insert de cDNA
d'interes. Per exemple, la linearitzacié per EcoRI permetra una posterior actuacid de la
RNA-polimerasaT3, i paral.lelament caldra produir una linearitzaci6 per part d'un dels
enzims del lloc de clonatge multiple de la banda oposada a Smal, com per exemple
BamHI, per permetre la posterior retrotranscripcid per part de la RNA-polimerasa T7.

Les reaccions de digestio son a 150 pl finals, 2h30' a 37°C

-Tractament amb Proteinasa K: 1 pul a 20mg/ml
15'a37°C
-Incrementar volum fins aprox. 300 pl
-Fenolitzar: 2x fenol/cloroform i 1x cloroform isoamilic, amb respectives centrifugacions de 2' cada una
-Precipitem amb NaAc i ETOH100%
-Rentem amb EtOH 70%

-Assecar a 65°C 1 ressusprendre en H,O-DEPC a una concentracid final de 1pg/ul
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2-Sintesi sSRNA

DNA 1l

Buffer X10 2 ul
DTT 200mM 1wl
rNTPs 10mM 4 ul
Rnasa inhibitor 1 pl
RNA pol (Roche) 1 pl

H,0O-DEPC fins a 20 pl
1h30"a 37° C per T7 i a 25°C per T3

-tractar amb Dnasa-RNAsa free (5u/ pl)(Takara): 2 pl 15'a 37°©

-recollir 1pl de cada cadena senzilla per testar posteriorment

3-Anellament ssRNAs

-ajuntar sense i antisense (40ul finals) i afegir 60ul d' H,O-DEPC: barrejar bé
-incubar 10'a 70°C 1 10'a 37°C
-precipitar afegint -500ul d'EtOH 100%

-0'5 pl de glicogen (Boehringer Mannheim)
Barrejar bé 1 30' a -80°C

-centrifugar 15'a 4°
-rentar amb EtOH80%
-centrifugar 5' a 4°

-assecar pellet 4' a 65°

-ressuspendre en 10 pl HyO-DEPC 10" a 65°C.Ajudar amb la pipeta

-testar 1 pl de dsRNA juntament amb el 1 pl de ssSRNA reservat de cada cadena senzilla

1Kb ss ss

ds ss ss ds 50bp

70

Figura 3. Gel per testar les dos
cadenes senzilles i la doble de
dues mostres diferents de DNA
(separades per la linia de punts),
juntament amb els marcadors de
pes molecular 1Kb i 50bp



MATERIALS | METODES

5.1.2 Microinjeccio

Per la nostra experiéncia, hem arribat a la conclusié que el planteig de les injeccions
depen del gen concret, dels seus nivells d’expressid a ’organisme. Es va utilitzar un
microinjector Drummond Scientific (Broomall, PA) Nanoject injector per injectar 23nl
del respectiu dsRNA al teixit del postblastema, el teixit antic proper a la ferida. Aixo
correspondria aproximadament a 10'° molecules of dsRNA, tot i que de vegades es
realitzés més d’una puncio. Paral.lelament sempre s’injecta un grup control amb H,O
enlloc d’amb dsRNA, perd en tota la resta tractat com les planaries injectades amb
dsRNA. En els casos tant de GSK-3 com de GtWnt-5 s’han seguit dos esquemes
diferents. El primer consistia en injectar freqiientment, amb intervals d’un parell de dies
o tres sense injectar. Abans del tall del cap ja produim una primera injeccid 24h abans
d’induir la regeneracio. Les planaries es deixen regenerar a 17°C mentre se les continua
injectant. El segon procediment era més intens i breu en el temps 1 consistia en 3
injeccions de 32nl durant tres dies consecutius. 2 o 3 hores després de 1’ultima injeccid
es produia el tall del cap i els animals també es deixaven regenerar a 17°C. A mida que
els organismes regeneraven controlavem possibles alteracions fenotipiques amb una
lupa Zeiss Stemi SV 6 i n’anavem separant grups per: RT-PCR (Reverse Transcriptase
PCR’s) per testar els nivells del transcrit, hibridacions in situ whole-mount del propi gen
1 per immunotincions amb marcadors neurals per detectar possibles alteracions al

cervell regenerant.
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5.2 RNAI mitjancant produccio de menjar artificial. Bacteries productores de

dsRNA

Aquest metode pretén també produir RNA1 especificament dels gens d’interes en aquest
treball. Es tracta d’una alternativa a la injeccié de doble cadena de RNA 1i, en principi,
produeix menys dany als organismes i1 pot arribar a ser més rapid. Basicament
consisteix en alimentar les planaries amb bacteries que han estat transformades amb un
plasmid que porta insertat un fragment del gen d’interés. Les bactéries son HT115
(DE3) d’E.Coli, wuna soca Rnasa III deficient amb capacitat d’expressié de la
polimerasa T7 induida per IPTG. El vector L4440 ¢és una modificacié d'un plasmid
Bluescript que presenta dos promotors per la T7 en orientacié inversa flanquejant el
MCS (multiple cloning site), 1 entre varies, dues dianes EcoRI on sera clonat el gen, o
fragment de gen, en quiestid. La preseéncia dos promotors flanquejants permetra conduir
la transcripcio6 de les dues cadenes. Informacio d'aquest vector i de la seva seqiiéncia es
pot trobar a la web d'Andy Fire: http://www.ciwemb.edu

Aquesta aproximacid es va fer per primer cop a C.elegans segons es descriu a Timmons
et al., 2001. La soca HT115 (DE3) va ser obtinguda del CGC (Caenorhabditis
Genomics Center) 1 el vector L4440 demanat a partir de la informacié de la pagina web
esmentada més amunt. El protocol utilitzat s’ajusta al descrit a Newmark ez al., 2003

amb alguna variant.

1) obtencid per PCR sobre vector SK on ja existeix el gen d’interés, o fragment, clonat. Els
oligonucleotids utilitzats inclouen una diana EcoRI (en negreta als requadres) als extrems amb una cua de

tres nucleotids més (en cursiva als requadres) flanquejant les dianes:

Per GtWnt-5:

Oligonuclotid WDS1: 5'-CCGGAATTCCTACCGTGGAAA-3" 21mehr Tm=64°C

Oligonuclotid WDS2: 5'-CCGGAATTCTTTAGGTCTCTC-3" 21mehr Tm=62°C

Per GtGSK-3:

Oligonuclotid DSGspF: 5'-CCGGAATTCAATACGAGAAGA-3" 21mehr Tm=64°C

Oligonuclotid DSG5":  5-CCGGAATTCGGTTTTATATCG-3" 21mehrTm=60°C
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Per GtTCEF:

Oligonucleotid DSTCF3": 5'-CCGGAATTCATGCTGTATATG-3' 21lmehr Tm=58°C

Oligonucleotid DSTCF5": 5'-CCGGAATTCATAATTATCCCT-3' 21mehr Tm=58°C

Per la PCR es van barrejar els segiients reactius:

1/10 plasmid SKcontenint I'insert d'interés (mini-prep concentracid aprox.200ng/pl)
e 0.4 pl Taqg DNA polymerase (Biotherm; 5 U/ul)

e 5pul 10 x PCR buffer (Biotherm)

e 2 ulMg*" (Biotherm)

e 0'5 ul of each of the specific GtWnt-5/GSK-3 primers (20 uM each)

e 0'8 ul ANTPs (10 mM)

e fins a un volum final de 50 pl amb H,O destil.lada

Les condicions per la PCR varen ser:
35 cicles:

94°C, 30 seg

48°C, 30 seg

72°C, 1 min 30 seg

2)-Purificacié fragment de PCR amb kit GFX ™PCR DNA Band Purification Kit d’Amersham
Biosciences.

3)-Calcul concentraci6 inserts purificats Wnt-5 i GSK-3: aprox. 15ng/ ul i vector L4440 salvatge: 68ng/pl
4)-Digestio EcoRI vector salvatge 1 inserts. Necessitem 20ng de vector i 20 ng d’insert per fer la lligacid

en proporci6 1:1

digestid inserts digestio vector 14440
2 ul DNA 4ul vector
1 pul EcoRI 2ul buf
2 pl bufferB 2ul EcoRI
15 pl aigua 12l aigua
20 pl totals 20 pl totals
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Les digestions es realitzaren a 37°C durant 4h i, en el cas de la de I’insert es realitza per duplicat.

v PCR~

product

T7 promoter /7 T7 promoter

L4440
double-T7
vector

Figura 3
Esquema del
Vector L4440

AmpR

(>

HT115(DE3)

5)Testem en un gel d’agarosa la linearitzacio6 del vector

6)Lligacio a 17°C en proporcio 1:1, per tant Sul de vector digerit i 20 pl d’insert digerit (20ng:20ng). Per
tant:

5ul vector digerit

20yl inserts digerits

25ul kit lligacio

7) Com que la transformacid en cél.lules HT115 no ¢és massa eficient, préviament a la transformacid en
dites cel.lules, es realitza una transformacio estandar en cel.lules DHS-a. No cal IPTG ni X-Gal perque el

vector no t¢ seleccio blau-blanc. Es fan mini-preps i es testen per digestio EcoRI i per seqiienciacio.

8) Dels clons que han resultat ser positius se n'utilitza un petit volum de la mini-prep per transformaci6 en

cel.lules HT115 (fetes competents amb CaCl,):

l-afegir 1-100 ng de plasmid amb insert lligat a 100ul de cel.lules competents
2-Incubar en gel durant 30minuts

3-Shock termic a 37°C durant 1 minut
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4-Incubar en gel durant 2 minuts

5-Afegir Iml de medi LB i incubar durant 1h a 37°C, en agitacio

6-Plaquegem 10ul i 100pl respectivament en plaques LB amb tetraciclina (12°5pg/ml finals) i
ampicil.lina (la tetraciclina ens permet seleccionar pel transposé que fa possible disrupcionar la
RNAsalll de les cel.lules HT115, i ’ampicil.lina ens sel.leciona el plasmid L4440. Incubaci6 overnight a

37°C (son cel.lules de creixement lent; podem arribar a necessitar unes 36 hores per obtenir colonies)

9) Es piquen un nombre elevat de colonies amb les que es fa mini-prep tradicional amb Kit Quiagen. Es
testen per digestid i d’aquelles positives es fa PCR sobre el plasmid en qiiestio i se seqiiencia la banda de
PCR per comprovar que es tracta del fragment del gen d’interes. Els clons positius es guarden en forma

de glicerinat a -80°C

10)Amb un dels clons positius de cada gen d’interés es procedeix a preparar el menjar artificial. Cada

clon es fa créixer overnight a 37°C en agitacio en 3ml de LB+tet+amp

11)Fem un inocul 1/10 del cultiu overnight en 3ml de LB només amb ampicil.lina i el fem créixer durant

1h30” a 37°C en agitacid.

12) Induccié dels cultius amb IPTG ImM durant 4hores a 37°C en agitacid (es poden provar diferents

concentracions d’IPTG, segons llegim a I’article)

13)Pelletegem les cel.lules durant 5° a aproximadament 2000r.p.m i les conservem en gel

14)Paral.lelament macerem un trosset de fetge en un petit volum d’aigua fins que en poguem agafar en un
eppendorf un liquid espés que centrifugarem. Recollirem 250ul del SN. Per altra banda hem dissolt a
65°C (aigua pre-escalfada en un eppendorf) agarosa de baix punt de fusié en 250 pl aigua mq, de forma
que ens quedi que I’agarosa esta a una concentracid 1% en el volum final de 500 pl a I’ajuntar 1’aigua
amb agarosa amb el macerat liquid de fetge. Afegim unes traces de colorant Roig neutre (Fluka) visible a

través de la pell de la planaria per assegurar-nos que realment han menjat.

15)Resssupenem el pellet de cél.lules amb 50 pl del macerat que conté I’agarosa de baix punt de fusio, i
ho distribuim sobre un paper de parafilm en forma de gotes, en petris diferents per cada gen.. Deixem que

se solidifiqui a la nevera una estona

16) Donem el menjar a les planaries en forma de petites gotes solidificades. Es important constatar si
mengen, la qual cosa €s forga senzilla perqué el colorant s’endevina sota I’epidermis de 1’animal segons

es mostra a la fotografia.
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Notes:

-S’aconsella fer la induccié amb IPTG de nou cada vegada. Els cultius inicials els hem utilitzat durant tot

el periode de temps que dura un experiment (en el nostre cas 4-5 ingestes)

-En funcio del gen en qiiestid i dels resultats dels tests per RT per anar controlant els nivells de transcrit,

es fan més o menys ingestes. En ambdoés gens en el nostre cas es realitzaren una mitja de 5 ingestes,

sempre amb intervals de 3-4 dies, ja que sino els animals no tenen gana suficient.

-Després de la ltima ingesta se’ls talla el cap i s’observa I’evoluci6 de la regeneracid en el temps de cada

individu per separat.

Figura 4. Mcétode per
alimentar planaries
amb dsRNA produit a
E.coli HT115. Tret de
Newmark et al., 2003
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Figura 5. Planaries
alimentades amb el
fetge artifical, el color
vermell és el colorant
incorporat, inoquo,
que s’endevina sota la
pell
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5.3 Analisi per RT-PCR

L’objectiu de la RT-PCR (Reverse Transcriptase-PCR) €s examinar si un organisme o
una part d’un organisme expressa un gen en particular i si aixi €s 1 interessa examinar
fins a quin nivell comparant-ho amb altres mostres. L’RNA s’extreu del teixit de
I’organisme i a partir d’ell es sintetitza aquest cDNA. Posteriorment es realitza una PCR
amb els cDNAs particulars i amb dos gens especifics pel gen d’interés. Part del nostre
treball s’ha basat en testar per RT-PCR el nivell dels gens caracteritzats quan els
individus han estat injectats amb RNA1 o tractats amb drogues com 1’alsterpaulona.

En els analisis per RT-PCR sempre s’inclou una RT-PCR control del gen Dth2 (Garcia-
Fernandez et al., 1993). Com que la seva expressid és ubiqua, I’amplificacié del
fragment de Dth2 a partir de diferents regions de la planaria o a partir de diferents
organismes hauria de ser equivalent, assumint doncs que la concentraci6 utilitzada de

cDNA per la PCR ¢és la mateixa. Els oligonucleotids emprats foren:

Dth2F (forward) 5'-CCAATGCTAGTAATGATCCGCGTAT-3" 25mehr
Dth2R(reverse) 5'-TGGGAGACCGTTCTTTATCGT-CAAC-3' 25mehr

I les condicions de la RT-PCR:

e Dos volums diferents (0.4 pl i 2 pl per un volum final de 25 pl) per cada cDNA. El volum correcte
per cada cDNA podia doncs ser calculat per utilitzar concentracions iguals a 1’hora de fer les RT-
PCRs amb les diferents mostres de cDNA amb els oligonucleotids per GtWnt-5, GSK-3, o altres gens
com Engrailed..
= 2.5 ul 10x buffer (Promega)
= 0.5 ul dNTPs (10 mM)
= 0.5 pl de cada un dels oligonucleotids Dth2F (10 uM) i Dth2R (10 uM)
= 2.5 ul Mg* (Promega)
= 0.3 ul Tag DNA polymerase (5 U/ul; Promega)

=  fins a un volum de 25 pul amb H,0

Les condicions per la PCR varen ser:

30/35 cicles:

= 04°C, 30 sec
= 60°C, 30 sec
= 72°C Imin
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5.3.1 Condicions per test RT-PCR després de la injeccio de dsRNAGtWnt-5 i de la
ingestio de bacteries productores de dsRNAGtWnt-5:

Cal esmentar que els oligonucleotids especifics que es trien per dur a terme una RT-
PCR han de complir la condicié que un d’ells ha de ser de fora de la regi6 utilitzada per
dissenyar la dsRNA ja que, si tots dos son de dins, podria ser que per RT-PCR
obtinguéssim una banda corresponent al dsRNA microinjectat o insertat al vector

L4440.

Per la RT-PCR de GtWnt-5 es van barrejar els segiients reactius:
= Xpl de cDNA"control" o "alimentat"(segons ajust amb PCRDth2)
= 03 ul Tag DNA polymerase (Gene Craft Germany Biotherm™; 5 U/ul)
= 2'5 ul 10 x PCR buffer (Gene Craft Germany Biotherm™)
= 1ul Mg®* (Gene Craft Germany Biotherm™)
= (0725 ul dels oligonucleotids especifics W3'.2 i W5'
= 04 ul dNTPs (10 mM)
= fins a un volum final de 25 ul amb H,0O

Les condicions per la PCR varen ser:
35-40 cicles:

= 94°C, 30seg

= 60°C, 30seg

= 72°C, 1 min30 seg

5.3.2 Condicions per test RT-PCR després de la injeccio de dsRNAGtGSK-3 i de la
ingestio de bactéries productores de dsRNAGtGSK-3:

Per la RT-PCR de GSK-3 es van barrejar els segiients reactius:
= Xul de cDNA"control" o "alimentat"(segons ajust amb PCRDth2)
= 0'3 pl Tag DNA polymerase (Gene Craft Germany Biotherm™; 5 U/ul)
= 2'5ul 10 x PCR buffer (Gene Craft Germany Biotherm™)
»  1pl Mg®" (Gene Craft Germany Biotherm™)
= (0'5 pl dels oligonucleotids especifics G3' i G5'
= 1 uldNTPs (10 mM)
= fins a un volum final de 25 pul amb H,O
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Les condicions per la PCR varen ser:
35-40 cicles:

=  94°C, 30seg

= 58°C, 30seg

= 72°C, 1 min30 seg

5.3.3 Condicions per test RT-PCR d'Engrailed

(segons projecte final de carrera de Mette Handberg-Thorsager “Characterization of the

Homeobox Gene engrailed in the planarian Girardia tigrina”)

Per la RT-PCR de GtEngrailed es van barrejar els segiients reactius:
= Xul de cDNA"control" o "alimentat"(segons ajust amb PCRDth2)
= 03l Tag DNA polymerase (Gene Craft Germany Biotherm™; 5 U/ul)
= 2'5ul 10 x PCR buffer (Gene Craft Germany Biotherm™)
= 1ul Mg*" (Gene Craft Germany Biotherm™)
= (0'5 ul dels oligonucleotids especifics En4R i EnSR
= 1 uldNTPs (10 mM)
=  fins a un volum final de 25 pl amb H,O

Les condicions per la PCR varen ser:
35 cicles:

= 94°C, 30seg

=  60°C, 30seg

= 72°C, 1min

Els oligonucleotids emprats foren:

En4R: 5'- TCGCTTTTCTTCACTGAGATATC -3'  23mehr

En5R: 5-GAGTCCAAG-TCCGTCCCGTCGGCG-3" 25mehr
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6. IMMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

6.1 Protocol d’immunotincio

La immunofluorescéncia indirecta es troba descrita a la tesi d’en F. Cebria Sanchez

(Universitat de Barcelona, 2000), perdo amb algunes modificacions que hem inclos i que

descrivim a continuacio. Els experiments han estat realitzats al llarg d’aquest treball

amb planaries tant intactes com regenerants, aixi com injectades amb dsRNA 1 tractades

amb la droga alsterpaulona.

Nota: No tot el liquid ha de ser retirat del pou per evitar que les planaries s’enganxin

unes amb les altres o a la paret del pouet.

e AL - o

_—
_— O

12.
13.

14.
15.

Incubem les planaries en la solucié de maceracid (1:1:13, acid acetic:glicerol: PBS, Bueno, 1994) a
17°C durant 10 min en un eppendorf (si tenim un o 2 individus per grup) o en un falcon de 15ml si en
tenim més.

Rentar un cop en PBS.

Fixar les planaries en paraformaldehid (PFA) 4% en PBS durant 4 hores a 4°C.

Deixem els animals 5 min en methanol:4% PFA en PBS (1:1) a 17°C.

Deixem els organismes 5 min en metanol 100% a 17°C.

Despigmentem les planaries tota la nit en 10% H,0, en metanol at 4°C sota llum freda.

Rentem 2x5min en 100% methanol a 17°C.

Rentem amb PBST:methanol (1:1) durant 5 min a 17°C.

Deixem els organismes en PBST durant 5 min a 17°C.

. Incubem en 0.25% BSA (albimina sérica bovina, fraccié V) en PBST durant 1h a 17°C.

. Incubem amb I’anticos primari diluit en 0.25% BSA en PBST durant 24 hours a 4°C, en agitacio

suau.
Rentem les planaries 4-5 cops amb 0.25% BSA en PBST al llarg de 24 ha 17°C.

Incubem amb I’anticos secundari conjugat a fluorescéncia i diluit en 0.25% BSA en PBST durant 24
h a 4°C en la foscor.

Rentem els animals en 0.25% BSA en PBST a 17°C en la foscor.

Fem un rentat amb equilibration buffer (Slow Antifade reagent Kit, Molecular Probes) i muntem les
planaries entre portaobjectes i cubreobjectes amb unes gotes d’anti-fading en glicerol (SowFade

Light Antifade Kit, Molecular Probes)

PBSx10: (KCI 2 g, NaCl 80 g, KH,PO, 2 g, Na,HPO,*12H,0 28.9 )/1000 ml, pH 7.4.
PBST: PBS amb0.3% Tritonx10
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Com a anticossos primaris en algun moment d’aquest treball s’han utilitzat:

1.

Anti FMRF-amida (DiaSorin) (1:100), generat a conill

2. Anti tubulina Ab-4 (clons DM1A 1 DMIB)anticos monoclonal

(Neomarkers) (1:200), generat a ratoli

Anti tirosina fosforilada anticos monoclonal (Cell Signalling
Technology) (1:500), generat a ratoli

Anti fosfo histona H3 anticos policlonal (Upstate Cell Signalling
Solutions) (1:200-1:500), generat a conill

Anti B-catenina de Xenopus (cedit per Pierre .McCrea) anticos
policlonal (1:200-1:500), generat a conill

Anti B-catenina d’eri¢6 de mar (cedit per Prof. McClay, Duke
University) (1:200-1:500), generat a guinea pig

Els anticossos secundaris utilitzats contra els anticossos primaris son:

1. Donkey Anti-Rabbit IgG (1:200) de Jackson Immunoresearch conjugat a
isotioicianat de Fluosresceina (FITC)

2. Donkey Anti-Rabbit IgG (1:200) de Jackson Immunoresearch conjugat a
Rhodamine-red

3. Goat Anti-Mouse IgG (1:50) de Jackson Immunoresearch conjugat FITC
(GAM-FITC).

4. Goat Anti-Mouse IgG (1:50) de Jackson Immunoresearch conjugat a
Rhodamine-red

5. Goat Anti-Guinea Pig IgG (1:400) de Jackson Immunoresearch conjugat a Cy5
(cianina$)

6.2 Tincio DAPI

-Tinci6 durant 5° amb DAPI (4'-6-Diamidino-2-phenylindole) dissolt en PBS

-un parell de rentats amb de 5> amb PBS

-Muntatge amb glicerol/PBS
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7.COMPATGE DE MITOSIS

7.1 Tractament amb colchicina

Aquesta tecnica es va emprar per a I’estudi i compatge de les mitosis, ja que la
colchicina és un agent antimitotic classic. Organismes controls 1 organismes tractats de
3 dies de regeneracié (on es considera que existeix un pic mitdtic a 19°), van ser
incubats durant 24h en aigua de planaries (apartat 1.1 de Materials i Métodes) amb
0.05% de colchicina (Sigma, n° cataleg C9754). La incubacid es realitza durant 24 hores
1 els organismes es varen prepararar pel posterior tractament amb orceina acética
(apartat 7.2 de Materials 1 Métodes). D’aquesta forma es comptabilitzen les mitosis
aturades a la zona del postblastema (aprox.600um al voltant de la ferida) (Salo 1
Bagufia, 1989) en organsismes de 2d 1 mig de regeneracio a 19°C (el procediment

complet es troba explicat a I’apartat 2.2.4 de Resultats i Discussio)

7.2 Tincié amb orceina acética

1-Fixar els animals en Carnoy durant 15'

2-Posar en HCI 1IN a temperatura ambient durant 2'.

3-Posar en HCI 1IN a 60° durant 4-5’' (en les primeres hores de regeneracié aquest pas s'escurca a 1-2'
degut al perill de que les cél.lules prop de la ferida es desprenguin).

4-Tenyir amb orceina acética. El temps de tincio depén del tamany essent de 5' per a organismes de Smm,
10' per a organismes de 8mm i 15' per animals de 1 Ilmm

5-Diferenciar amb acid acétic al 5% durant 20'. Fer diversos rentats durant aquest temps

6-Muntar amb glicerol al 25% sobre un porta i col.locant amb una lleugera pressio el cubre al damunt,
sense trencar 'epidermis. Per a obtenir preparacions semi-permanents, la preparacid es laca mantenint-la

a 4°. En aquestes condicions es poden mantenir més d'un mes.

82



MATERIALS | METODES

8. CAPTACIO D’IMATGES

8.1 Lupa esteoroscopica i microscopi optic

Les diferents mostres s’han observat sota la lupa estereoscopica Zeiss Stemi SV6 1 amb
una video camera de color Sony CCD. També¢ s’han utilitzat els objetius de 10x 20x i
and 40x del microscopi optic Zeiss Axiophot. Les imatges s’han salvat digitalment amb
una camera Nikon Coolpix 995.

8.2 Lupa de fluorescéncia

La lupaGFP utilitzada al Parc Cientific de la Universitat de Barcelona és una Leica

MZFLIIL

8.3 Microscopi confocal:

El microcopi confocal utilitzat del Parc Cientific de la Universitat de Barcelona €s un

Leica TCS 4D.

9.SUPORT INFORMATIC

Pel tractament de les seqiiéncies s’han usat els buscadors de les pagines web

http://www.ncbi.nlm.nih.gov 1 http://searchlauncher.bcm.tmc.edu, per comparar les

seqliencies amb els bancs de dades. Aquesta eina no només s ha usat per adscriure els
gens trobats dins dels seus respectius grups, sind tamb¢ per descartar contaminacions
creuades d’altres organismes amb els que es treballa al laboratori. També s’ha usat la

pagina electronica: http://us.expasy.org/tools/dna.html per fer traduccions a proteina.

Altres eines pel treball amb seqiiéncies es poden trobar al programa BioEdit (alguns
alineaments de seqiiéncies s'han realitzat amb el programa Bioedit).Pel que fa als
analisis filogenetics, les matrius de distancia es van inferir amb el programa PROTDIST
del set PHYLIP, utilitzant la matriu Dayhoff PAM; els arbres filogenétics mostrats i no
mostrats al treball es van inferir amb el programa FITCH, del set PHYLIP amb
I’algoritme de Fitch-Margoliash.

&3



MATERIALS | METODES

Durant els darrers mesos de la realitzacio d’aquesta tesi doctoral s’ha tingut accés a la
base de dades de Schmidtea Mediterranea, (el treball de seqiienciacid esta sent realitzat
al Genome Sequencing Center de la Universitat de Washington, St.Louis) que inclou en
aquests moments 10’ clons diferents. La base de dades a la qual es pot accedir
mitjancant la pagina Web del NCBI es troba encara en procés de ser completada i s’ha

utilitzat per fer cerques d’homolegs dels gens aillats en aquest treball.

84



MATERIALS | METODES

10. ESQUEMES OLIGONUCLEOTIDS EMPRATS

5 3
Met
olyA
— > — —> — poly
W3°.2 W5°.4 W3’ W5’
WDS1 WDS2

TOTAL FRAGMENT CLONAT: 1014 BP
DE REGIO CODIFICANT

Figura 6. Dibuix que mostra esquematicament la mida del gen GtWnt-5, aixi com la posicio relativa
dels diferent oligonucleotids utilitzats per al disseny de sondes per hibridacions in situ whole-mount i
per la sintesi de dsSRNA.

W3 5'-GTGTGGAGACAATTTAAGATATGCC-3'
Ww5s' 5-GCAGATTTACTAAAATGATTGCCAG-3'
W5'4:  5-TTTAGGTCTCTCTTCAGTACT-3'

W3.2: 5-GTACTACCGTGGAAAAACAAA-3'
WDS1: 5-CCGGAATTCCTACCGTGGAAA-3'
WDS2: 5-CCGGAATTCTTTAGGTCTCTC-3'
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G3¥ GspF G5
DsGspF

Dsgs” \5

GSK-6 GSK-3
INSERCIO: 129bp

TOTAL FRAGMENT CLONAT: 426 BP DE
REGIO CODIFICANT

Figura 7. Dibuix que mostra esquematicament la mida del fragment clonat homoleg al gen GSK-3, aixi com la
posicio relativa dels diferent oligonucleotids utilitzats per al disseny de sondes per hibridacions in situ whole-
mount i per la sintesi de dsRNA.

GSK-6: 5'-GTNGCNATHAARAARGT-3'
GSK-3: 5-GGYTTDATRTCNCKRTGRCA-3'
G3": 5-GTTGCCATCAAGAAGGTGCAC-3'
G5": 5-GGTTTTATATCGCGATGGCAC-3'
GspF: 5'-AATACGAGAAGACAGCAGCAA-3
DSGspF: 5'-CCGGAATTCAATACGAGAAGA-3'
DSGS": 5-CCGGAATTCGGTTTTATATCG-3'
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5 3
—> 4—
TCF1
TCF2
DSTCF3’ \S
DSTCFS’

TOTAL FRAGMENT CLONAT: 231 BP DE
REGIO CODIFICANT

Figura 8. Dibuix que mostra esquematicament del fragment clonat homoleg a membres de la familia TCF,
aixi com la posicié relativa dels diferent oligonucleotids utilitzats per al disseny de sondes per hibridacions
in situ whole-mount i per la sintesi de dsRNA.

TCF1: 5’-ATGCTNTAYATGAARGARAT-3’
TCF2: 5-CKYTTNCKYTTYTTYTTYTT-3’

DSTCF3': 5'-CCGGAATTCATGCTGTATATG-3'
DSTCF5": 5-CCGGAATTCATAATTATCCCT-3'
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Amb els presents resultats voldriem posar de manifest que aquesta via
conservada al llarg de 1’escala filogenetica també ho esta al filum dels Platihelmints,
almenys pel que fa a un dels lligands, al regulador negatiu de la via i al factor de
transcripcid associat. Les nostres aproximacions demostren que aquesta via esta
activada al SNC de planaries 1 que sembla necessaria per la regeneracid de dit sistema.

Al llarg de tot aquest temps hem intentat aillar utilitzant I'aproximacid de les
PCRs degenerades molts dels membres de la via Wnt, tot comengant per elements de la
familia dels Wnt mateixos, de la familia de receptors Frizzled, diferents proteines
citossoliques, aixi com alguns antagonistes i també efectors nuclears. Un conjunt
d'elements tots ells que mica en mica han anat dibuixant al llarg dels anys 1 amb 1'esfor¢
de molts investigadors I'anomenada via Wnt canonica, una via activada per proteines
senyalitzadores que, com sabem, controlen moltes de les decissions del
desenvolupament dels organismes. Hem aconseguit aillar un dels lligands Wnt ubicat a
la subclasse Wnt-5; la GSK-3 que és l'element indispensable en la regulacid negativa
de la via, 1, per ultim, un homoleg a un dels factors de transcripcid associats, un element
TCF. Cal dir que s'han destinat també molts esforcos a l'aillament de 1'element clau de la
via, la B-catenina, proteina molt conservada a nivell estructural i1 funcional al llarg de
I'escala filogenctica, sense exit. De totes formes, s'ha aconseguit aillar una proteina
germana provinent d'una proteina ancestral comu, una proteina homologa a les a-
importines, destinades al transport nuclear. Hem decidit doncs incloure a l'apartat 1.2 el

clonatge i I'analisi de filogénia d'aquesta proteina.

El Capitol 1, per tant, inclou en primer lloc l'article "Gtwnt-5 a member of the
wnt family expressed in a subpopulation of the nervous system of the planarian
Girardia tigrina”. (Marsal et al., Gene Expression Patterns. 2003 Aug;3(4):489-95) a
I’apartat 1.1, aixi com un resum del mateix. Els resultats del clonatge dels altres
elements es troben descrits als apartats 1.2, 1.3, i 1.4 respectivament, juntament amb
l'analisi filogenétic i d'expressio en algun dels casos. Hem cregut convenient precedir
tots ells per una part introductoria més completa que el que s'ha comentat a la
Introduccid en si de cadasqun dels elements que descriu el que se'n coneix 1 quin €s el

paper que juga a la cascada de senyalitzacid.

El Capitol II descriu els fenotips de manca de funcié de GtWnt-5, GtGSK-3 a

l'utilitzar diferents técniques de RNAi (RNA interference) com son la microinjeccid i la
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ingesta de bactéries productores de la doble cadena de RNA en qiiesti6. També es
descriu el resultat de la utilitzacio de diferents drogues inactivadores de la GSK-3. Es
discuteix 1 es formulen hipotesis sobre les conseqiliencies que la seva mancanga pot
produir en aquests organismes i en concret en la seva regeneracid, intentant inferir aixi

la seva possible funcid en organismes salvatges.

El Capitol III és un capitol de discussié més general i integrador que intenta
reafirmar la importancia en I'evolucio, aixi com en la regeneracié de la planaria, dels
sistemes de senyalitzacio, que permeten la comunicacié entre cél.lules. Es discuteix
també sobre el possible nombre de gens Wnt 1 vies Wnt diferents a la planaria, fent
emfasi a la via Wnt canonica. També s’exposa un possible loop regulador entre Gtwnt-5

1 Gtengrailed

90



RESULTATS | DISCUSSIO

1. AILLAMENT I CARACTERITZACIO DE L’EXPRESSIO DE DIVERSOS
ELEMENTS DE LA VIA WNT A PLANARIA.

1.1-GtWnt-5, primer Wnt trobat a Platihelmints

En primer lloc, hem aillat i caracteritzat un membre de la subclasse Wnt-5 de
proteines senyalitzadores, que correspon al primer Wnt trobat a Platihelmints i el primer
Wnt-5 trobat a Lofotrocozous. El clonatge i analisi de seqiiencia, aixi com les relacions
filogenetiques amb altres membres Wnt es mostren a l'article. També ['analisi
d'expressio espaial 1 temporal en organismes intactes i en regeneracid es troba descrit al
mateix treball.

El gen identificat en aquest treball és un homoleg del gen Wnt-5 d’altres
organismes 1 per aixo ' anomenarem GtWnt-5. Segons els experiments de duplicacid
axial realitzats a embrions de Xenopus que van fer definir dues classes de Wnts com
hem esmentat en seccions anteriors, aquest gen s’inclouria a la classe XWnt-5A. En
principi els membres d’aquesta classe no produien duplicacid axial, tot i que aixo és
discutible perque segons alguns experiments aquesta incapacitat pot ser solventada per
un receptor determinat. En canvi, segons alguns articles, els membres d’aquesta classe
alteraven moviments morfogenetics durant el desenvolupament. També es parla d’una
preferéncia d’utilitzacié de la via no-canonica enfront de la via canonica. De totes
formes, aquesta subdivisio en classes de Wnts que utilitzen la via “canonica” o les “no-
canoniques” fa referéncia només al llinatge de vertebrats fins el moment; podria ser per
tant, que en invertebrats com 1’organisme que estudiem aquesta classificacié no fos tan
estricta. A la Introduccié s’han comentat ja algunes de les accions que es coneixen
d’alguns Wnt-5 de diferents organismes, per poder tenir-ho present alhora de buscar

alguna similitud d'expressio i funcional amb el gen clonat a la nostra especie.
En aquest primer apartat de Resultats i Discussio afegim l’article "Gtwnt-5 a

member of the wnt family expressed in a subpopulation of the nervous system of the

planarian Girardia tigrina” i en presentem un breu resum a continuacio:
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L’article descriu 1’aillament i caracteritzacio de ’expressio de GtWnt-5 en
planaries intactes i al llarg de tot el procés regeneratiu. El fragment d’aproximadament
120bp amb que es va iniciar aquest treball va ser clonat per David Pineda i Tomas, amb
oligonucleotids degenerats cedits pel grup del Prof. Thomas Holstein de la Universitat
de Darmstadt, Alemanya, descrits a ’article. Les meves contribucions sén obtenir la
seqiiencia completa del gen, fer-ne 1’analisi filogenetic 1 ’estudi de I’expressid en
individus intactes i durant el procés de regeneracid. Una de les aportacions importants
¢és I’adscripcié d’aquest nou gen a la subclasse dels Wnt-5, ja que fins el moment cap
altre membre Wnt-5 ha estat identificat en el clade dels lofotrocozous; és aixi mateix el
primer gen Wnt trobat a Platihelmints, publicat fins el moment. El patré d’expressio
temporal 1 regional, analitzats per hibridacio in situ whole-mount 1 sobre crioseccions
revelen que ens trobem davant d’un marcador neural nou de ganglis cefalics, cordons
nerviosos ventrals principals 1 sensors acumulats essencialment a la periferia del cap.
GtWnt-5 es detecta en organismes intactes segons un patrd espaial diferencial a nivell
dels ganglis, possiblement en forma de gradient: la senyal es localitza preferentment a la
part més externa dels ganglis cefalics i1 dels cordons nerviosos principals, mentre que
sembla que les neurones més interiors son negatives. A més, la distribucid de la senyal
¢s iterada a nivell dels ganglis, localitzada a la base de I’inici de les vuit branques
cefaliques (figura 1), suggerint una altra vegada que el cervell de les planaries, tot i
semblar aparentment simple des del punt de vista morfoldgic, no €és una estructura
continua sind que pot ser dividit en compartiments. GtWnt-5 pot ser utilitzat també per
fer un seguiment de la regeneracié del SNC; la senyal apareix per primer cop el dia 3d
de regeneracid, pero els nivells maxims es detecten entre els dies 7 i 10 (en un patr6é que
permet corroborar el tipus de regeneracid epimorfic-morfalactic proposat a planaria per
Salé 1 Baguia, 1984 a i b), catalogant-lo doncs com a gen d’estadis regeneratius
intermedis. Possiblement la seva funcié estara relacionada més en la organitzaci6 i

manteniment del SNC que no en fenonems inductius.

Figura 1. Hibridacio in situ whole-
mount de GtWnt-5. Imatge al
microscopi amb objectiu de 20X.
Patré iteratiu (fletxes negres) de
GtWnt-5 a nivell de la part externa
dels ganglis cefalics en un
organisme intacte, que podria
coincidir amb les projeccions o
branques dels ganglis cefalics per
connectar amb els sensors de la
periféria del cap
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Gtwnt-5 a member of the wnt family expressed in a subpopulation
of the nervous system of the planarian Girardia tigrina
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Abstract

Whnt proteins are a family of highly conserved secreted glycoproteins that regulate cell-to-cell interactions during embryogenesis. They
act as signaling molecules and take part in many crucial decisions throughout the development of organisms ranging from Hydra to
human. We have isolated and characterized the expression of a member of the Wnt family, Gtwnz-5 gene in the planarian Girardia
tigrina. Planarians are free-living members (Class Turbellaria) of the Phylum Platyhelminthes. They are best known for their high
regenerative capabilities. These organisms have an apparently simple central nervous system (CNS) from a morphological perspective,
with cephalic ganglia in the dorsal anterior region and two ventral main nerve cords along the body. However, a large number of
planarian neural genes have recently been identified and therefore it is possible to define different molecular and functional domains in
the planarian brain. The present study shows expression of Grwnt-5 in a subpopulation of the whole CNS of intact organisms, being
activated during regeneration. Gtwnt-5 reveals a differential spatial pattern: the expression is preferentially found in the most external
region of the CNS. In addition, a kind of iterative pattern has been observed at the ganglia level, suggesting that the planarian brain might
not be a continuous structure but compartmented or regionalized. Grwnz-5 signal is also detected at the sensors of the worm: at the auricle
level and all around the cephalic periphery. All these data provide us with a new neural marker for the planarian brain, and can be used to
follow regeneration of the CNS.
© 2003 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Planarian; Regeneration; Central nervous system; wnt

1. Results and discussion family which clusters with the Wnt-5 class of wnt
molecules.

Several genes have recently been isolated in the
planarian central nervous system (CNS) (for review see
Salé and Baguiia, 2002; Cebria et al., 2002a,b; Pineda et al.,
2002; Pineda and Sal6, 2002). The planarian brain consists
of two lateral lobes in an anterior-dorsal position, connected
by a large anterior commissure and several lateral branches,
eight or nine depending on the species, which connect the
ganglia to the edge head sensors. More ventrally, the two
main nerve cords extend from the ganglia to the tail of the
worm (Morita and Best, 1966; Bagufia and Ballester, 1978;
Rieger et al., 1991; Reuter et al., 1995; Agata et al., 1998).
With this work we report the isolation and characterization
of Gtwnt-5, a gene which is continuously expressed in both
the cephalic ganglia and the ventral nerve cords of the
organism, as well as in the sensory organs spread all around

* Corresponding author. Tel.: +34-93-402-1497; fax: +34-93-411-0969. the periphery of the planarian, but mainly concentrated in
E-mail address: esalo@ub.es (E. Sald). the anterior part of the body. Compared with other neural

Genetics in Drosophila and Caenorhabditis elegans,
biochemistry in cell culture, ectopic gene expression in
Xenopus embryos, and knockouts in mouse have led to the
conviction that Wnt proteins are essential for many of the
decisions in development such as specification of cell
polarity, cell fate identity and embryonic induction
(Wodarz and Nusse, 1998). The genes included in the
so-called XWnt-5A class are not able to duplicate the
body axis after injection of mRNAs into ventral
blastomeres of early Xenopus embryos, and instead they
seem to play a role in controlling morphogenetic move-
ments (Torres et al., 1996). With this work we report the
isolation and characterization of a member of the Wnt

1567-133X/03/$ - see front matter © 2003 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/S1567-133X(03)00058-9
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genes like Dugesia japonica Djotx-A, Djotx-B, Djotp
(Umesono et al., 1997, 1999), D. japonica and Girardia
tigrina Pax6A genes (Pineda et al., 2002), Gtsix3 (Pineda
and Sal6, 2002) and planarian brain EST’s collections
(Cebria et al., 2002a,b), it is possible to underline temporal
and regional differences with Grwnt-5 expression. During
head regeneration Gtwnt-5 expression is activated at a mid
stage and continuously expands through the whole regen-
erative process.

1.1. GtWnt-5 full sequence

We isolated a planarian cDNA fragment with homology
to different wnr-5 genes by using degenerate polymerase
chain reaction (PCR). The initial fragment was 140 bp in
length and the complete cDNA sequence was obtained by
5'- and 3/-RACE (rapid amplification of cDNA ends) PCR.
Fig. 1A shows the nucleotide and amino acidic sequences
of the isolated Gtrwnt-5 gene. The leader region includes

TGGACC 5
ATGOAGCTACTACCO TEOARAAA CARAAATCCTAACCCAGAARAAGAT 54

1 M E ¥V L P W K N K N P N P E K D
CACTTAGAGAT TCARCAGATTTGCTTAAAATTGAGTGGTTTTTCTTCS ioz

17 H L E I 9 © I € L K L §8 G F § &
GA T CAA AT CGAT C T CACAR R ATATTATCATCATATGCCAGCTGTA 150

33 D QAR B8 I @ T K Y Y D H M P A YV
A TATTOGCGCCARAATTEEGATTOAGCGAATECCAGAGACAGCTGAAD 198

42 8 I G A K I G I E E C Q R Q L K
TACAGA CACTGGARCTGCTOGATTCCTCACAATTCAGATCAGTATGET 246

65 Y R H W N C 5 I P H R 8 D Q Y G
GCATTCACATACTACTC TACAARAGAAGCAGCATTTGCTCATGCAATA 294

A1 A F T Y ¥ 8 T K E A A F A H A 1
TCAA TG GG TG T GG T TCACGC TATAGCTOGAAGTTGTAAGRAGGCT 342

972 8 W A G ¥ Y B A I A R S5 € K E A
AN CTTTCAARCA TG TG TTGCAGTACTGAAGAGAGACCTAAMGATTTA 350

113 K L 8 T € G ¢ 8 T E E R P K D L
CATAGAGATTGGCAGTGRGGEGEEOTGTEEMGATAATT TAAGATATGCC 438

1289 H R D W @ W G G € G D W L R ¥ A
TATTGGTT TGO CARARATT T TATTGATAGTCGAGAMAGGAARCCAGT 486

145 Y W E A K W I I D 5 R E K E T §
TATCCTOGGECAT TCAAANGATCTGGCAATCATTT TAGTAAATCTGCAC 534

1§51 Y P R H § K 0D L A I I L ¥ H L H
ANTAATAGRGC TGEAAGAATGGCAGTGTATCAMTGTCATCAGTCGCA 582

177 " N R A G R M A ¥V T Q M 8 5 ¥V &
T ARG TG T A TG TG TATC TG TTCATGCAGTCTTOGAAGCTGTTIGG 630

i93 € XK € H 6 ¥ 8 3 8 € 8 L R 8 € W
AARCARCTTCCTOCCTTCATTCAART TGGCCATCATG TARCGCAGARRN 678

2009 K Q L P P F I Q 1 G H H ¥ T Q K
TATGACATGGOGEAARARGETAMATTCARCCGTCTTGGGACACGTTCG T26

225 ¥ K M A E K V K F H R L G TR 38
AAARAGARCARCTGET TATCGAAAGAAACT TG TGCCCGATGAGT TGATT T4

241 K FE T T @ ¥ R K K L ¥V P D E L 1
TATTT TGRATCCTCTCC TGACTATTG TGAATTAAGTARRGATCATGCG B22

257 ¥ F E 8§ 8 P D Y € E L 8§ K D H A
GGATTIGTCACATCCGGCAGAGARA TG TAAACTAGATOGGAARAAAATCA B70

273 @ F ¥V T 8 6 R E € K L bD R K K 8
ARG T TG EGAAGTCT TG TG T TG TAATCGARAGTTATOGAACTTATACA 918

289 E R W E ¥ L. € € N R 8 Y R T ¥ T
AGAGAAG T TCATGARAAA TG TCATTGCARAT TATCATGGTGTTGCATA 966

305 R E YV H E K € H € K F §8 W c c I
ATCACA TG TCARGTATETAT TCACTGAAACAGGTCCATETCTETTEAT 1014

321 I R € Q9 v € I D W H R 5 M 5 ¥ D
TAGTTATT T T T TATAAGAT TGCTTATACGGARACGANCAATTTTTCTTT 1062
AR CTAATACAAATAATATGATTTTCNCCAATAT TTARGTTTAGATTT 1110
CTGARGGTCTTGAGTT T T T TAT TAAAAARTTTATTGTTTCATTATTGTT 1158
AT T T TAATT TARCARCGESTCTTTGAAACT TETGATTARANCCTTED 1208
ATTTAGCARCGGTAARGTTTTATGATAANAATATTTGAATATARAGAT 1254
TTeGARTARATAAATATTTTATTTGCCPolyA 1261

Fig. 1. Sequence of Gtwnt5 and phylogenetic relationship between representatives of the wnt class. (A) Full nucleotide and amino acid sequence of Gtwnt5.
Nucleotides are numbered at the right margin, and the deduced amino acids are numbered at the left. The conserved cysteine residues are in red. The consensus
translation sequence surrounding the first methionine is in blue, and the polyadenylation signal is underlined. Gtwnt-5 sequence has been deposited in the
GenBank database under the accession number AY158890. (B) Phylogenetic tree showing the relationship of Gtwnz-5 with members of the different Wnt
subfamilies. The previous alignment was done with the whole cloned codifying region and after removing those areas of ambiguous homology. Distance matrix
was inferred with the PROTDIST program from PHYLIP set, using the Dayhoff PAM matrix; phylogenetic tree was inferred with FITCH program, from
PHYLIP set, using the Fitch—Margoliash algorithm. Species: A, amphioxus; An, Anopheles; Bomb, Bombyx mori; Ch, chicken; Fugu, Fugu rubripes; Gt,
Girardia tigrina; Halo, Halocynthia; Hy, Hydra; Hyact, Hydractinia; Hu, human; Pldu, Platynereis dumerilii; Sp, Srongylocentrotus purpuratus; X, Xenopus,

Z, zebrafish. Scale bar: genetic distance.
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Fig. 1 (continued)

the consensus translation sequence surrounding the ATG
start codon: A/G CCATGG (Fig. 1A, in blue), which
supports this first methionine is the starting translation
point. Then the Grwnt-5 coding sequence starts with the
ATG at position 7 and potentially codes for a protein of 335
amino acids that terminates with an amber codon at position
1012. The termination signal is followed by 268 bases of
untranslated trailer sequence comprising the canonical
poly(A) addition sequence, 13 nucleotides upstream of the
insertion site. All wnt genes encode proteins with a nearly
invariant pattern of 21-23 cysteines as well as some other
conserved residues. BLASTX analysis defined Gtwnt-5 as a
wnt-5 representative. With phylogenetic analysis using the
neighbor-joining algorithm, a consensus tree is obtained

which groups with a robust bootstrap value Gtwnt-5 with the
Whnt-5 class (Fig. 1B). Previous analysis of wnt genes in
Lophotrochozoans (Prud’homme et al., 2002) do not
describe any wnt-5 gene, therefore Grwnt-5 is the first
identified in this clade.

1.2. Whole-mount in situ hybridization

1.2.1. Intact adults

The pattern observed in intact animals is as follows: the
ganglia and the two main nerve cords expressing Gtwnt-5 in
their external part, with no signal in the inner part (Fig. 2A).
The distribution of the signal can be examined with detailed
images of the ganglia, head periphery and other genes
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Fig. 2. Whole-mount in situ hybridization of Gtwnt-5 in intact planarians. (A) Dorsal view of a whole intact planarian showing the expression in the central
nervous system (arrows) and in the lateral anterior sensors from head to pharynx level (yellow arrowheads). (B) Higher magnification of the planarian head
showing the expression in the intact cephalic ganglia (arrows) and the head sensors (yellow arrowheads). (C) Expression of GtPax6A (arrows), a ubiquitous
central nervous system molecular marker. (D—G) The transversal cryosections anterior to the eyes (D,E) or at the eyes level (F,G) showing Gtwnt-5 expression
(D,F), together with Dapi staining (E,G) to localize the position of the nerve cell bodies, a circle of nuclei indicated by white arrows. In both sections Grwnt-5
signal is located in the external region of the ganglia (arrows), dorsal in the top. (H,I) Higher magnification of the head dorsal view with the expression of
Gtwnt-5 in the auricle (yellow arrowhead) and in the left cephalic lobe with a presumptive iterative pattern. a, auricle; e, eyes; ph, pharynx. Scale bars: 0.5 mm.

pattern comparison. Fig. 2B and C show Gtwnt-5 and
GtPax6A pattern of expression at the ganglia level. Both are
undoubtedly neural markers, but they reveal a differential
pattern, with GtPax6A ubiquitous in the CNS. Transversal
cryosections were performed with hybridized organisms,
which corroborate the above mentioned type of signal. The
internal region of the CNS remains negative for Gtwnt-35,
which obviously has neurons as revealed by the DAPI
respective images (Fig. 2D,E and F,G). We speculate that
the product of the gene could be distributed in a gradient
manner, in an internal—external direction, with a maximum
at the external part of the neural tube, the inner neurons
remaining negative. In addition, Gtwnt-5 signal is present in
the sensors located at the dorso/ventral border including the
auricle (Fig. 2H, yellow arrowhead), the cephalic periphery
(Fig. 2B, yellow arrowheads) and, in some cases, reaching
the pharynx level (Fig. 2A, yellow arrowheads).

1.2.2. Regenerating planarians

Planarians are able to regenerate a complete head with
brain, auricles and eye spots in 2 weeks at 17 °C (Reuter
et al.,, 1995, 1996). We present data on the Grwnt-5

expression pattern observed in regenerative organisms,
ranging from 1 to 14 days of regeneration at 17 °C.
Organisms of 1 and 2 days of regeneration showed no
signal (results not shown). First signals appear at the
third day of the process in an arch shape, which
corresponds to the newly formed anterior commissure of
the brain, in the blastema (Fig. 3A). Some other planarian
neural genes like Djotx, DjPax6A and six EST clones are
expressed from the beginning of the process, an indication
that they may be implied in early determination of the
ganglia and nerve cords (Umesono et al., 1999; Pineda
et al., 2002; Cebria et al., 2002a). According to the timing
of their up-regulation in the new forming blastema, neural
genes are classified as early, mid and late regeneration
expression genes (Cebria et al., 2002a). Gtwnt-5 might
belong to the group of mid-regeneration genes: at 5 days of
regeneration, an increase of Grwnt-5 expression is also
detected in the nerve cords located close to the wound,
probably related to the remodeling of this region to the
posterior part of the new cephalic ganglia (arrows in
Fig. 3B). The sensory cells located at the edge of the head
have just been differentiated and express Gtwnt-5 (yellow
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Fig. 3. Whole-mount in situ hybridization of Gtwnt-5 during head regenerating planarians. (A) At 3 days of regeneration the first expression in the regenerative
blastema can be observed with an arch shape that follows the new regenerated brain. (B) At 5 days of regeneration an increase in the Gtwnt-5 expression can be
observed in the old nerve cords located close to the wound (arrows), also the new dorsoventral border where the sensor cells differentiate are expressing Gtwnt-
5 (yellow arrowheads). (C) At 7 days of regeneration Gtwnt-5 expression labels the nearly regenerated cephalic ganglia; the yellow dashed line defines the
border between blastema (new) and postblastema (old) regions, being the regenerated eyes (small brown dots) anterior to the border. (D) At 10 days of
regeneration a similar pattern is maintained, with larger brain and eyes. (E,F) At later stages of regeneration, 12 and 14 days respectively, the activated Gtwnt-5
expression compared to previous stages decreases and reaches the basal levels, while the dorsoventral border maintains the Gtwnt-5 expression (yellow

arrowheads). e, eyes; ph, pharynx. Scale bars: 0.5 mm.

arrowheads). This expression is maintained throughout the
whole regenerative process. At 7 and 10 days of
regeneration, the signal at the postblastema region (arrows
in Fig. 3C,D), is as strong as that observed at the blastema
region (arrowheads in Fig. 3C,D), a fact that corroborates
the epimorphic-morphallactic model of regeneration in
planarians (Saldé and Baguiia, 1984, 2002): formation of
new structures at the blastema region (in this case
differentiation of the anterior ganglia) and reorganization
of old structures at the post-blastema region (in this case,
the nerve cords located close to the wound reorganize in
order to be determined as the posterior part of the cephalic
ganglia). In individuals of 12 and 14 days of regeneration
(Fig. 3E,F), Gtwnt-5 expression decreases until it
resembles that observed in intact individuals. Fig. 2I is a
detailed image of Gtwnt-5 expression at the ganglia level in
organisms of late regenerative stages; a single focus plane
is shown, but it is clear that not all the neurons express
Gtwnt-5 as the pattern at this level seems to be distributed
in a kind of iterative manner (see also Fig. 2H). In posterior
or tail regeneration, Gtwnz-5 is activated later than 3 days

in the new ventral nerve cords produced in the blastema
and maintained throughout the whole process (Fig.4A—-C).

In conclusion, the results in intact animals suggest that
Gtwnt-5, a member of the Wnt-5 family, shows a continuous
pattern of expression in the anterior sensors located at the
dorsoventral border and in the CNS. It is a different pattern
compared to previously described cephalic genes, and can
be considered a new (intermediate regenerative stage)
neural marker of the planarian CNS, with an external-
internal gradient of distribution.

2. Experimental procedures

2.1. Species

The planarians used in this study belong to an asexual
race (class A; Ribas et al., 1989) of Girardia tigrina. They
were collected near Barcelona, maintained in spring water
and fed with chicken liver twice per week. Planarians,
9-10 mm long, were cut transversally according to Salé and
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Fig. 4. Whole-mount in situ hybridization of Gtwnz-5 during tail regenerating planarians. (A) At 3 days of regeneration no expression is detected in the
blastema, while the expression of Gtwnt-5 in the old CNS and in the cephalic sensors (yellow arrowheads) is visible. (B,C) At 10 and 14 days of regeneration
respectively, Gtwnt-5 is expressed in the CNS including the new ventral nerve cords differentiated in the posterior blastema (arrows). Scale bars: 0.5 mm.

Baguiia (1984) and left regenerating in Petri dishes with
spring water in the dark at 17 °C.

2.2. Gtwnt-5 cDNA cloning

RNA extractions were performed according to the
protocol of the commercial kit Trizol (Gibco BRL). The
SMART RACE cDNA Amplification kit (Clontech) and
the GeneRacer kit (Invitrogen) were used to prepare the
specific cDNA needed to perform the PCR-RACE reac-
tions. We meant to complete the 3'- and 5'-ends of an initial
fragment of 140 bp obtained by degenerated PCR. The two
degenerated primers were: DWnt-1 forward: 5-TGG
AA(AG) TGG GG(AGCT) GG(AGCT) TG(CT) (GT)A-3'
and DWnt-3 reverse: 5-ATA (AT)CC (ACGT)C(GT)
(AT)CC (AG)CA (AG)CA (AGCT)A-3'. The PCR con-
ditions were: denaturation step, 94 °C 30 s; hybridization
step, 40 °C 30 s; and elongation step, 72 °C 30 s. Number of
cycles: 36. The specific primer designed for 3’-RACE PCR
was: w3': 5-GGGTGTGGAGATAATTTAAGATATGCC-
3'. A total of 35 cycles of PCR was performed under these
conditions: denaturation step, 94 °C 30 s; hybridization step,
67 °C 30s; and elongation step, 72 °C 2 min. The specific
primer designed for 5-RACE PCR was: w5: 5-GCA-
GATTTACTAAAATGATTGCCAG-3'. A total of 35
cycles of PCR was performed under these conditions:
denaturation step, 94 °C 30 s; hybridization step, 63 °C 30 s;
and elongation step, 72 °C 2 min. We obtained two clones of
200 and 907 bp, respectively, from the 3'-RACE and one
clone of 399 new base pairs of codifying region, reaching
the first methionine, from the 5-RACE. All clones were

subcloned in pBluescript + SK (Stratagene), digested with
Smal restriction enzyme and dephosphorylated. With the
sequencing (ABI PRISM, Perkin Elmer) and after BLASTX
analysis, all clones turned out to be homologous to the wnz-5
genes found in other species. We named it Gtwnt-5, with
1005 bp of codifying region and 268 bp of the trailer non-
codifying region of the gene. The codifying region was used
as a basis for the phylogenetic analysis. The previous
alignment was performed after removing some parts of the
molecule: (a) the first 23 amino acids, (b) the region includ-
ing the last nine conserved cysteines, and (c) ambiguous
regions from which homology cannot be assured, like some
large insertions which were only present in a few of the
species. Distance matrix was inferred with the PROTDIST
program from PHYLIP set, using the Dayhoff PAM matrix;
phylogenetic tree was inferred with the FITCH program,
from PHYLIP set, using the Fitch—Margoliash algorithm.

2.3. In situ hybridization

The codifying region from position 400 to position 1011
was used to synthesize a riboprobe labeled with UTP-
digoxigenin, using the in vitro Roche labeling kit. The
whole-mount in situ hybridizations were performed with
intact and regenerative animals at different regenerative
stages according to Agata et al. (1998), with some
modifications: proteinase K (20 pg/pnl), between 8 and
10 min depending on the size and stage of regeneration;
hybridizations of 36 h at 55°C with a final riboprobe
concentration of 0.04 ng/pl. Images were obtained using
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Leica DMLB 10X, 20X and 40X objectives, and a digital
camera (Nikon COOLPIX 995).

The histological cuts were done at —24 °C with Bright
Clinicut. The preparation of the slides as well as the sections
was done according to Cebria (2000).
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1.2- La B-catenina /aImportina de G.tigrina

Al cor de la via canonica trobem la B-catenina o Armadillo (a Drosophila),
proteina multifuncional amb papers independents en la adhesid cel.lular mediada per
cadherines i en la transducci6 de la senyal Wnt. No ¢és pero el nucli del present treball, i,
per tant, no ens hi extendrem massa. Aixo si, cal tenir-la present ja que la transduccié de
la senyal Wnt per la via canonica es centra en mantenir nivells citossolics estables de la
B-catenina evitant que la quinasa GSK-3, entre d’altres, impedeixin que la proteina
arribi al nucli. Es composa de 12 repeticions Arm (Armadillo) centrals (R1-R12), amb
les regions C- 1 N-terminals flanquejants de la proteina (una repeticidé Arm €s un motiu
de 42 aminoacids determinats). El domini C-terminal conté el domini de transactivacid,
mentre que l'extrem N-terminal conté un nombre de residus de serines i treonines
conservats que, un cop fosforilats, permeten dirigir aixi aquest poo/ de B-catenina
citossolica cap a la ubiqiiitinitzacié i1 rapida degradacié proteica. Fins el moment les
quinases identificades responsables d'aquesta fosforilaci6 selectiva sén la CKI i la GSK-
3, totes dues formant part del "complexe destructor" de la B-catenina. Analisis
mutacionals han demostrat que totes tres regions de la proteina participen en les dues
funcions (adhesido 1 senyalitzacio). Tot i aixi, alguns autors (Gumbiner, 1995)
argumenten que la regid de les repeticions Arm ¢&s tant necessaria com suficient per
induir una duplicacio axial. Aquesta regio interacciona amb la proteina E-cadherina de
les unions adherens i amb la proteina APC perd no amb l'a-catenina, que requereix el
domini N-terminal de la B-catenina per unir-se al complexe d'adhesio. Com que se sap
que l'a-catenina es necessita per l'adhesié mediada per cadherines, la regié dels Arm
repeats probablement no pugui promoure adhesié cel.lular tota sola, fent improbable
que la B-catenina indueixi aquella duplicacio6 axial incrementant I'adhesio cel.lular.

Continuant amb el contexte estructural dels residus conservats a la B-catenina,
excepte en el cas de C.elegans, la regié dels “Arm repeats” €és la més conservada entre
la majoria dels metazous; especialment la regié6 compresa entre R5-R7. Es creu que
aquesta regié de la proteina forma una mena de solc acidic que permet la unié de
dominis basics de les proteines interaccionants. I també sembla que serien “hot spots”

per la interaccié amb cadherines, Axina, APC i TCF.
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Figura 2. Interaccions proteina-proteina amb la f-catenina. Pagina web Wnts

Pel que fa a l'evolucié molecular i funcional de la PB-catenina, es postula
I’existencia d’una unica B-catenina a 1’ancestre comu dels metazous (aprox. fa 700 MA)
amb dualitat funcional (Schneider et al. 2003): adhesi6 cel.lular i1 senyalitzacio, pero la
duplicacid genica va permetre I’aparicio de B-catenines amb noves funcions i1 I’evolucid
de B-catenines de funcid unica. Per exemple: C.elegans té tres B-catenines, HMP-2
implicada només en 1’adhesiéo i BAR-1 i WRM-1 implicades a la senyalitzaci6 Wnt.
Drosophila, només en té una: Armadillo, 1 vertebrats com I’huma o el ratoli tenen una
B-catenina i una a-catenina o plakoglobin (implicada en 1’adhesio cel.lular). Les -
catenines no son les uniques proteines amb "Arm repeats"; families com les importines-
a (clonada també a G.tigrina), catenines p-120 o les placofilines o a-catenines presenten
aquestes repeticions a la seva seqiliéncia. Proteines amb repeticions Arm es troben a
plantes (Amador et al., 2001) i a llevat (Pan 1 Goldfarb, 1998). El fet de trobar també
una proteina homologa a la B-catenina a Dictyostelium suggereix la seva existéncia
abans dels metazous (Grimson et al., 2000). Als cnidaris Hydra i Nematostella diversos
components de la via Wnt/B-catenina, entre ells la propia B-catenina, han estat aillats,
tot demostrant-ne la seva implicacio a la formacié axial (Hobmayer et al., 2000).
Diferents dades doncs semblen indicar que la B-catenina precedeix la separacid entre
diblastics 1 triblastics. Sembla ser també que els 4 residus a I’extrem N-terminal de la
proteina que, com hem dit, son els llocs de fosforilacio per la GSK-3 i la CK-1a es
troben conservats des de cnidaris fins humans.

Com hem comentat anteriorment, s'han descrit molts casos de melanomes i
cancers de colon on existeixen mutacions a llocs de la B-catenina especifics per la seva

estabilitat i per la fosforilacio per part de la GSK-3.
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Prosseguint amb el mecanisme de transduccid de la senyal, quan les cél.lules es troben
exposades a certs Wnts, la B-catenina no és fosforilada ni ubiqiiitinitzada pel "complexe
de destruccio" gracies a que aquest ha estat inactivat pels protectors Dsh i1 GBP/Frat-1.
Per tant, els nivells basals de B-catenina citossolica augmenten 1 €s translocada al nucli
cel.lular on troba factors de transcripcio de la familia TCF/LEF. Conjuntament activaran
la transcripcio de gens diana, com veurem més endavant. En abscéncia de la senyal els
factors TCF/LEF actuen com a repressors dels gens diana associant-se a membres de la
familia Groucho. S'hipotetitza que la pB-catenina quan entra al nucli podria alterar les
propietats de plegament del DNA que tenen les proteines TCF/LEF (Behrens et al.,
1996). Mentre que alguns autors postulen que la B-catenina entra al nucli i converteix
els elements TCF de repressors en activadors, d’altres proposen que la B-catenina
s’endu del nucli les formes represores de TCF. Es a dir, més que actuar com un co-
activador nuclear d'aquests factors de transcripcid, la [B-catenina podria ésser la
responsable de l'export nuclear de dites proteines que, en abséncia de la B-catenina

actuen com a repressors transcripcionals, o bé podria induir l'activacié citossolica dels

TCF (Chan i Struhl, 2002).

Figura 3. Regulacio
d’Armadillo (homoleg de
la B-catenina a
Drosophila) en preséncia
i abséncia de Wg

Arm degradation Arm accumulation

Recentment, (Nelson i Nusse, 2004) s’ha discutit sobre la dualitat funcional
palesa de la B-catenina. Per una banda la funcié de senyalitzaci6 i per l'altra és membre

del "complex cadherinic” perque uneix el citoesquelet d'actina de la cel.lula a les
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cadherines a través de l'a-catenina, jugant aixi un paper en el control de l'adhesid
cel.lular i influenciant la migracid. Per tant la via Wnt és un potent controlador de la
proliferacié 1 diferenciacio 1 com veiem engloba components que participen alhora en
I'adhesio 1 el control de la transcripcid genica. Aleshores, és interessant fer-se la segiient
pregunta: pot el pool de P-catenina que esta unida a les cadherines alliberar-se i
funcionar en senyalitzacid? No entrarem a fons en aquest punt, només dir que hi ha
molts nivells que connecten 1'adhesid cel.lular i la via de senyalitzaci6 Wnt, suggerint
una coevolucio dels dos processos.

Entre d’altres, aqui tenim alguns exemples funcionals de la PB-catenina en
diferents organismes. El seu paper a cnidaris és una demostracid de la funcionalitat
ancestral de la P-catenina: la localitzacié nuclear assimétrica de la B-catenina a
embrions de N.vectensis €s essencial per la determinacio axial, marcant el lloc d’inici de
la gastrulacid, i per 1’especificacid6 de I’endoderm (Wikramanayake et al., 2003). A
Drosophila és com wingless el producte d’un gen de polaritat segmental. Pel que fa als
vertebrats, ja a ’embrid primerenc de Xenopus existeix la via Wnt amb paper
d’induccio dorsal (Molenaar ef al., 1996). La manipulacié dels nivells de B-catenina a
Xenopus afecta I’especificacié axial. Probablement gens diana de XTCF-3/B-catenina
son alguns dels gens zigotics que primer s'activen després de la MBT ("mid-blastula
transition"), 1 que sén capacos per ells mateixos d'induir un eix secundari, com ara

siamois (Lemaire et al., 1995) o goosecoid (Cho et al., 1991).

Després d’aquesta introduccid general a la B-catenina, en aquest apartat incloem
doncs com a resultat el clonatge d’una proteina que es pot considerar germana de les -
catenines, l'a-importina:

L'Arm repeat €s un motiu d'aproximadament 40 aminoacids de longitud que es
repeteix en tandem i que va ser identificat en primer lloc al gen armadillo de polaritat
segmental a Drosophila. Repeticions similars van ser trobades més endavant a la
proteina homologa d'Arm a mamifers, la B-catenina, a la Placoglobina (a-catenina), a
APC (producte del gen adenomatous polyposis coli) 1 a d'altres.

A partir de l'estructura coneguda de la proteina B-catenina es va poder con¢ixer
el plegament 3 dimensional caracteristic d'una repeticio Arm. Alli, les 12 repeticions
formen una super-h¢elix d'alfa-helices, amb tres helices per unitat. L'estructura cilindrica

forma un solc carregat positivament que pressumiblament interacciona amb les
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superficies acidiques de les diferents proteines que se sap que interactuen amb la f-
catenina (figura 2).

Evidentment, 1'aillament de 1'homoleg a planaria d'aquesta proteina era un dels
focus d'interés del present treball. Per una banda per l'interés evolutiu (Schneider ef al.,
2003) que suscita dita proteina clonada des de cnidaris fins a humans (i recordem que de
fet fins 1 tot a plantes hi ha proteines amb Arm repeats (Amador ef al., 2001) i a llevat
(Pan i Goldfarb, 1998)), i per l'altra, pel fet de ser un dels components clau de la via de
senyalitzacio que estem intentant caracteritzar a la planaria amb aquest treball.

Les a i B-importines (també anomenades kariopherines) son molécules que
permeten el transport nuclear de proteines amb NLS (nuclear localization signal) de
forma selectiva. Totes les a-importines presenten un domini central composat de 8
repeticions Arm. El nombre i ordre d'aquestes repeticions romanen quasi invariables des
de I'origen comu de fongs, plantes 1 mamifers. Diferents autors postulen doncs que les o
1 B-importines, aixi com totes les altres families de proteines amb repeticions Arm
podrien pertanyer a la mateixa superfamilia de proteines (Malik et al., 1997).

Amb l'aproximacié de la tecnica de PCR sobre cDNA de G.tigrina 1 utilitzant
una col.leccié d'oligonucleotids degenerats a partir de la informacio de I’estudi de
Schneider et al., 2003, s'ha intentat repetidament aillar algun fragment homoleg a la -
catenina. El més a prop que hem estat d'aconseguir-ho ha estat amb el clonatge del
seglient fragment d'aproximadament 1155bp que correspon a una de les molécules

germanes de les beta-catenines, les a-importines, i que anomenem Gtlmportina.
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GAATTCGATTAATCCTGCGTATGGGAACCAGGAGCAGGTGCAGGCCGTGATTGATTACCAATTGATCCCG
CTCATCATCTACCACTTGGACAAGGGCGACTTCCAGACACAGAAAGAAGCCGCTTGGGTCATCTCCAATC
TCACGATCTCGGGAACGCCCCAACAAGTCGCCTATGTCGTTCAGCAGGGCGTAATTCCTCCGTTCTGTAA
GATGCTCTCCGTTCGAGACGCCCAAGTCGTCCAGGTCGTGCTCGACGGCATTCTCAACATCCTCAAGGTG
GCCAACGGCCAATCCGATGTCGTTTGTACGATGATCGAGGAGTGCGGTGGCTTGGACTTGATCGAGCAGC
TGCAGCACCACGAGAACGGAGAAATCTACAAACTCGCTTACGATATTATCGATAACTTCTTCAATGATGA
GATGGACGAATCGGAGAACCAGAACGGGCTCGAGTTGCGTGCCGATGGCGGCGATATGAACGCTC
TGCAGCAGAACAACACCGGTGGATTTAACTTCTGAGAGACCCGGGTGAATGTGAGTGAGTGTGTGTGTGA
GAGAGAGAGCGAATGATCGATTAACGAGAGCGAGAGACAGACAGAGACAGAGACAAATGTACGCTAGAAC
GATTGATGATTTTTATTTGAATATGAATCGTGATGTTTGTGTACTGCTCGATATGATGATGTCAATATTG
TGATGATGTGCTGCGTGAACTGTGGCGGATGCTGATGATGTATTATTTGATATAGATTGTCTGTGGTGCT
TCAANTTCTTTTGCCTTTTTTTATTTTTCATTTTTAAATTTCTGAATATATTTGTGCATGTATCGGAATC
GATGACGGTGTTCGCATTGTGTGNGGGGCTTGGTGTTCGTCTATTTACACGGANGATGAGTATTTTGTCG
CCTTAAGGATGCTGTCNNAANNTNCGGTCTANTNCCGGTACGGATTNAACTAGTCANAGGGANGGANGAT
TCTGCNAAACGGNGGGANAATTCGGGTTTCCAAGAAACNGGGCTGGGGGTTNNTGATTTTCGCNGGTNGG
GAGGCCATGGGACCAANTNTNCAATTGACTAGTTGAAANNNTNGGGTTNCAANAATTNTGGGCNGGGGTT
TNANAAGGGGGATTNCCCCNGGAATTTNTGATCTNGAATT

Figura 4. Seqiiéncia de nucleotids corresponent al fragment homoleg de la GtImportina
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Els oligonucleotids degenerats utilitzats corresponen a les altament conservades
repeticions Arm del nucli central de la B-catenina de ratoli, esperant aproximadament

una banda de 1062bp.

L'oligonucleotid upstream és el segiient:

5'-CARATHYTIGCITAYGGIAAYCAR-3' i correspon a la seqiiencia
aminoacidica QILAYGNQ (situada a 1'h¢lix 3 de la quarta repeticio Arm de la B-
catenina de ratoli. Extret de Schneider et al., 2003). A la nostra seqiiéncia mostro en
cursiva 1 negreta la localitzacio, faltant els dos primers nucleotids, d'aquest
oligonucleotid upstream. Més avall mostro la deduida traduccié aminoacidica on també
assenyalo part de 1'oligonucleotid upstream, en cursiva i negreta.

L'oligonucleotid downstream utilitzat €s el segilient:

5'-GCIGCRTAIGTIGCIA-CICCYTC-3' i correspon a la cadena reversa
complementaria de la seqiiéncia aminoacidica EGVATYAA (situada a 1'he¢lix 3 de la
dotzena repeticid6 Arm de la B-catenina de ratoli. (extret de la mateixa font bibliografica
que l'oligonucleotid upstream). Aquest segon oligonucleotid, perd, no s'ha trobat a la
nostra seqiiéncia.

Les condicions de PCR es troben descrites a 1’apartat 3.1 de Materials i Métodes.
El clonatge de la banda obtinguda es va realitzar en el vector p-GEM-T easy vector,
entre dues dianes ECORI del lloc de multiple clonatge (mirar figura 2 de Materials i
Meétodes). El tamany entre les dues dianes és de 1156 parells de bases. L'analisi de
restriccio del fragment demostra que BamHI 1 Sacl no tallaven i que Xhol ho feia un
cop.

A l'analitzar amb el programa BLASTx el resultat, ens n'adonarem que només
era reconeguda com a Importina fins la posici6 AACTTC (511bp). Aqui mostrem la
seqliencia aminoacidica deduida corresponent a aquella part de la seqiiéncia reconeguda

com a homologa de la Importina:

NSINPAYGNQEQVQAVIDYQLIPLIIYHLDKGDFQTQKEAAWVISNLT
ISGTPQQVAYVVQQGVIPPFCKMetLSVRDAQVVQVVLDGILNILKVA
NGQSDVVCTMetIEECGGLDLIEQLQHHENGEIYKLAYDIIDNFFNDE
Met DESENQNGLELRADGGDMetNALQQNNTGGFN

Figura 5 . Seqiiéncia aminoacidica deduida de GtImportina ( 5'3' pauta de lectura 2)
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El programa NCBI blast ens detecta amb una homologia molt alta que el nostre
fragment podria correspondre a una proteina homologa de la familia de les a-
importines, molécules encarregades del transport nuclear i que presenten a la seva
seqliencia repeticions en tandem del domini Arm (40 aminoacids). Com ja sabem, les
repeticions Arm son també caracteristiques d'altres families de proteines com les a i -
catenines 1 APC, entre d'altres. Tot i que el resultat del BLASTx de NCBI no mostrava
cap homologia amb les B-catenines que eren les molécules que nosaltres cercavem, la
utilitzacié d'un altre programa, en concret SMART (Simple Modular Architecture
Research Tool), ens demostra que la nostra proteina conté almenys dos dominis proteics

conservats que reconeix com a Arm repeats:

Arm: domain 1 of 2, from 9 to 49: score 42.6, E = 1.1e-09
*->npenkgavveaGalpplvglLsspdeevgeeAawALsNLaa<-*
n+e+ gav++ +p+++ L+ +d+++gteRawt++sNL+
GtImp 9 NQEQVOAVIDYQLIPLIIYHLDKGDFQTQKEAAWVISNLTI 49

Arm: domain 2 of 2, from 52 to 94: score 21.2, E = 0.0031
*->npenkgavveaGalppLvdgLLs. .spdeevgecAawALsNLaa<-*
+p++  AVVH+GH+pp++++ + + +d +vH++++ + N+
GtImp 52 TPQQVAYVVQQGVIPPFCKMET1sVRDAQVVQVVLDGILNILK 94

El mateix programa realitza també un alineament amb diferents proteines que
contenen Arm repeats, de les que n'hem seleccionat algunes 1 entre les quals hi ha també

tres B-catenines (la d'huma,CTNB HUMAN; la de Tripneustes, CTNB TRIGR; i I’ Armadillo

de Drosophila):

DVH.NRIVIR..GLNTIBLEVOLEY.......... SPIENT CTNB HUMAN 583-623
DSH.NRALIQ. .GLNCIBLEVOLEY.......... NNIENT CTNB TRIGR 602-642
ESH.NRALIR..QQSVIBIFVRLEF.......... NEIENI ARM DROME 596-636
RNP.PLNDIff. . FAGLIBKLVEFS. ... ..... rHDNSTL IMA1 XENLA 104-145
RNP.PIDDLY. .KSGILBILVKCEE. ........ rDDNPSL IMA3 HUMAN 103-144
NQE.QVOAVE. . DYQLI§LITYHED. . ... ..... KGDFQT imp-like G.tigrina

Figura 6. Alineament de fragments de proteines contenint repeticions Arm

Els nimeros a l'extrem de cada seqliencia aminoacidica corresponen a les

posicions que abarquen al total del gen respectiu les respectives repeticions Arm. Per
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exemple, el nostre Arm repeat seria homoleg al que va de la posicio 596 a la 636 de la
proteina Arm de Drosophila.

En vermell estan assenyalades al fragment de seqiiencia de G.tigrina aquelles
posicions compartides tant amb les B-catenines com amb les importines; en verd els
aminoacids compartits amb les Importines només; 1 en blau les posicions comunes amb
les B-catenines.

Per tant, podem descartar definitivament que el fragment clonat no sigui una -
catenina? El que esta clar és que es tracta d'una proteina amb Arm repeats que, tot i que
el NCBI BLAST no I’assimila a cap B-catenina, el segon programa utilitzat, i com he
mostrat a l'alineament més amunt, no sembla descartar-ho.

Quan tota la seqiiencia nucleotidica s'introdueix per fer el BLAST, només
trobem homologia significativa en les aproximadament 500 primeres parelles de bases,
restant les darreres sense cap "match" significatiu. Si s'introdueixen unicament les
darreres 500 parelles de bases aproximadament, separadament de les primeres, el
BLAST detecta, amb valors molt baixos, una semblanga amb una serina/treonina
quinasa cskl:

Sequences producing significant alignments:

Serine/threonine-protein kinase cskl (CAK-activating kinase)
(CAKAK) Length = 306

Score = 28.5 bits (62), Expect = 4.1
Identities = 14/48 (29%), Positives = 26/48 (54%)
Frame = -3

Query: 248 STTDNLYQIIHHQHPPQFTQHIITILTSSYRAVHKHHDSYSNKNHQSF 105
ST 4+ + I H++PP+ I+ + +S + + H +YSN+ SF
Sbjct: 243 STFPDWNKFIFHEYPPKPWSEILPSVDTSIQYIVSHLVTYSNRASPSFE 290

Probablement els valors sén massa baixos per tenir-los en compte, deixant doncs
oberta l'opcié de que podria tractar-se de la B-catenina de G.tigrina, essent potser molt
divergent de les fins ara clonades en altres organismes. Sortiriem de dubtes si
aconseguissim la seqiiencia completa del gen, fet que encara no ha estat possible.

Per altra banda, durant 1’etapa final de 1’escriptura d’aquesta tesi hem trobat
finalment resultats d’homologia a I’introduir la seqii¢éncia nucleotidica del fragment de
Gtlmportina a la base de dades d’ESTs de I’espécie S.mediterranea, en procés de ser
completada. Un clon ha presentat homologia amb el nostre fragment especialment a la
regid que indiquem a continuacié a la figura 7. En concret, pero, dit clon prové de la

col.leccio de Sanchez-Alvarado ef al., 2002. Segons el programa BLASTn de NCBI el
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valor més alt d’homologia amb el fragment de G.tigrina €s el clon de S.mediterranea,
seguit de kariopherines (a-importines) de peix zebra. Possiblement doncs, el nostre
fragment i el de S.mediterranea no corresponguin a una -catenina sin6 a una Importina

realment.

2i|21308489|gb|AY067856.1|Schmidtea mediterranea clone H.1._70 1e-08
gi]41152017|refINM_201305.1|Danio rerio karyopherin alpha 56 2e-04
21|28278860|gb|BC045358.1|Danio rerio karyopherin alpha 4 56 2e-04
01/46403254|gb|AY577009.1|Danio rerio clone RZ151A3F12 kar.56 2e-04

Gtigrina Importina
gi|21308489|gb |AY067856.1] Sch

Gtigrina Importina L IEQLOHHER
gi|21308489|gb|AY067856.1] Sch |HReiRei:i:iN0

Gtigrina Importina g I
gi|21308489|ygb|AY067856.1] Sch UESAF EZRLET FI YD

Figura 7. Alineament aminoacidic de G.figrina Importina amb el clon de la base de dades de
S.mediterranea. Aqui mostrem només la regié més homologa.
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1.3-El regulador negatiu: la quinasa GSK-3

La glicogen sintasa quinasa 3, GSK3, és una de les més de mil serin/treonina
quinases que hi ha al genoma dels mamifers. Es troba altament conservada i ¢és present
inclas a plantes i a Dictyostelium, de fet podriem dir que €s present a tots els eucariotes.
Aquest enzim fou descobert fa més de 20 anys com a quinasa que fosforila i inactiva
"dltim enzim a la sintesi del glicogen, la glicogen sintasa. En el cas d'humans existeixen
dues isoformes molt semblants, GSK-3a 1 GSK-3p, amb un 97% de similitud de
seqliencia al seu domini catalitic, i diferint bastant a la resta de seqiiéncia. Participa a
molts processos cel.lulars i serveix de nexe de diferents vies de senyalitzacio i té efectes
molt pleiotropics, des del metabolisme del glicogen, la diferenciaci6é de Dictyostelium i
la segmentacioé de Drosophila, aixi com la regulacié del cicle cel.lular i la proliferacio.
Es tracta d'un regulador clau de nombrosos mecanismes de senyalitzacio, incloent-hi
respostes cel.lulars als Wnts, receptors de tirosin quinases 1 receptors acoblats a
proteines G. Es una quinasa que normalment al fosforilar inactiva els seus substrats.
Una caracteristica inusual entre les quinases és que es troba normalment activa a les
céllules i que principalment es regula per inhibicié de la seva activitat. Es a dir, la
GSK-3 és activa a cel.lules no estimulades, cel.lules en repds, i s'inactiva durant
respostes cel.lulars. Es com si es tractés d'un repressor general, de forma que els seus
substrats es troben inactius o inaccessibles en condicions de repos. Per tant, la seva
activitat normal és bloquejada quan s'activa una via de senyalitzacid. Potser aquesta
forma rara de regulacié esta relacionada amb el fet que aquesta quinasa t¢ un nombre
molt divers de dianes ( Frame ef al., 2001).

Per exemple, en resposta a la via de la senyalitzacio de la insulina, la GSK-3 és
fosforilada i inhibida per la quinasa PKB (Akt). La PKB s'activa gracies a la quinasa
"fosfatidil inositol (PI) 3-quinasa", PI3K. Per ser inhibida, la GSK-3 cal que sigui
fosforilada al residu Ser21 (GSK-3a ) o Ser9 (GSK-3p ) de l'extrem N-terminal. Un cop
inhibida la GSK-3, la glicogen sintasa és desfosforilada i activada, contribuint aixi a la
sintesi del glicogen. La GSK-3 quan esta activa promou la fosforilacid 1 inhibici6 del
elF2B ("eukaryotic protein synthesis initiation factor 2B"), inhibint aixi la sintesi
proteica. La insulina a I'inhibir la GSK-3 estimula la defosforilaci6 1 activacio del

elF2B, promovent un increment de la sintesi proteica (figura 8).
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Una altra peculiaritat comparada amb altres quinases és la seva preferéncia per
substrats que han estat préviament fosforilats per altres quinases: Sembla ser que és la
unica quinasa que requereix un "priming phosphate", un fosfat, al residu n+4 (on n és el
lloc de fosforilacio per part de la GSK-3) per tal de poder fosforilar molts dels seus
substrats; la seqiiéncia Optima consens €s Ser/Thr-Xaa-Xaa-Xaa-pSer/pThr (on pSer i
pThr son fosfoserines 1 fosfotreonines respectivament i Xaa és qualsevol aminoacid).
Aquest motiu s'ha trobat a molts substrats reconeguts de la GSK-3, com la glicogen
sintasa 0 una de les subunitats del e[F2B. A més, com hem avangat, és una de les
poques quinases que s'inactiva per fosforilacié. Un cop fosforilat el seu extrem N-
terminal, aquest fa de pseudosubstrat evitant aixi que I'enzim pugui fosforilar els seus
substrats ( Frame et al., 2001).

Ara bé, la regulacio sobre la GSK-3 es fa de forma diferent en el contexte de la
via Wnt: sembla ser que a la cel.lula existeixen dos pools diferents de GSK-3 en
condicions basals, un ¢€s el pool lliure i l'altre és una de les parts que constitueix el
"complex destructor" de la B-catenina a la via Wnt juntament amb 1'axina i APC entre
d'altres. En absencia de la senyal Wnt, si recordem, la GSK-3 fosforila I'Axina 1 la B-
catenina (en aquesta ocasid sembla ser que no hi ha evidéncia de que la GSK-3
requereixi "primed phosphates" en aquestes dues proteines per poder-les fosforilar),
perd en presencia de la senyal Wnt, la proteina FRAT desplaca 1'Axina 1 s'uneix a la
GSK-3 inactivant-la. La unié de FRAT pero no impedeix la fosforilaci6 dels "primed
substrates" de la via de senyalitzacid de la insulina (figura 9). No hi ha doncs creuament

entre totes dues vies. Com s'aconsegueix aquesta especifitat?
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Figura 9. Els Wnts i la insulina inhibeixen la GSK-3 per diferents mecanismes. Tret de
Frame et al., 2001

Aproximadament el 5% del genoma huma codifica per receptors mentre que
menys d'un 3% ho fa per quinases. Una quinasa individual haura doncs de transmetre
les senyals de multiples receptors i per tant la cel.lula ha de tenir sistemes per regular
estrictament l'especificitat de la senyalitzacié de les quinases que, com la GSK3,
regulen funcions de forma tan pleiotropica (Weston i Davis, 2001). Com la GSK3 podra
regular selectivament diferents dianes downstream en funcio de la via de senyalitzacid
activada? Com ¢s possible que la fidelitat de la transduccié per GSK3 d'una o altra via
,Jnsulina o Wnt, per exemple, es vegi reforcada? Com hem dit, aquesta quinasa ¢s
capac de fosforilar substrats préviament fosforilats per altres enzims ("primed"
substrats) aixi com substrats no fosforilats (figura 10). En el primer cas, la GSK-3
fosforilaria la glicogen sintasa que préviament hauria estat fosforilada per la casein
quinasa II; durant la senyalitzacio6 per la insulina, la PKB fosforila la GSK-3 inhibint-la,
fent-la inaccessible als "primed" substrats. Perd la GSK-3 també, com deiem, pot
fosforilar "non-primed" substrats, €s a dir, substrats que no han estat fosforilats
preéviament per altres enzims, com és el cas de components de la via Wnt, com la -

catenina o l'axina. El paper de la insulina sobre la GSK-3 restringeix el seu efecte
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només sobre els "primed" substrats, mentre que no té cap efecte sobre el segon tipus de
substrats. D'aquesta forma la GSK-3 pot selectivament regular "primed" i "non-primed"

substrats per mig de la fosforilacié induint diferents respostes cel.lulars.
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S'ha proposat també un potencial paper de la GSK-3 en la regulacio de la
proliferacié cel.lular mitjancant la fosforilacié de la ciclina CD-1: aquesta ciclina és
necessaria per les activitats de les CDK4 i CDK6 perque les cél.lules entrin a la fase S
del cicle cel.lular.

Per una altra banda, tot i que sembla que depeén del contex tissular, la GSK-3 pot
tenir també un paper important en l'apoptosi (revistat a Jope 1 Johnson, 2004). No queda
encara clar perd mitjangant quin mecanisme la GSK-3 contribueix a 'apoptosi. Sembla
ser que la inhibici6 de la sintesi proteica que té lloc quan elF2B és fosforilat i inhibit per
la GSK-3 ¢s un important mecanisme facilitador de l'apoptosi. A més l'enzim facilita
l'activacié de la via de la c-Jun NH,-terminal quinasa que sovint contribueix a dita mort
cel.lular programada. Per ultim, la regulaci6 de diferents factors de transcripcio seria
una altra forma de participar en la regulacié de l'apoptosi: per una banda inhibint factors
de transcripcié promotors de la supervivéncia cel.lular com CREB i el heat shock
factor-1, 1 per una altra banda facilitant factors pro-apoptotics com p53. Pero
curiosament, la GSK-3 també és essencial per la supervivencia. Ratolins knock-out per
la isoforma GSK-3fB morien al 14 dia de gestacid, efecte que la isoforma GSK-3a no
compensava (Hoeflich ef al., 2000). Altres estudis demostraren també que la inhibicid
de la GSK-3 incrementava la citotoxicitat induida pel tumor-necrosis-factor-o. (TNF-a).

Durant I'etapa final de 'escriptura d'aquestes pagines ha estat publicat també un possible
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paper pro-apoptotic de la GSK-3 en la gametogenesi del cnidari Hydra (Rentzsch et al.,
2005). Tot plegat doncs semblaria indicar que mantenir els nivells apropiats de l'enzim
¢és necessari perque bé massa poc, bé massa quantitat podria promoure la mort cel.lular
en certes situacions. A més alguns estudis recents demostren la importancia de la
regulacié de la GSK-3 en la diferenciacid neuronal de c¢l.lules mare i en 1'angiogenesi.

Diferents estudis demostren la posicid de la quinasa GSK-3 a la cascada de
senyalitzacio Wnt: la sobreexpressié de GSK-3 produeix una desregulacio dels nivells
citossolics de B-catenina/Arm i una disrupci6 dels efectes de Wg a l'intesti mig en
desenvolupament dels embrions de Drosophila (Steitz et al., 1998). Si per una altra
banda s'inhibieixen totalment els reguladors negatius de la via com GSK3 es preveu en
general que els gens downstream siguin activats de forma molt important. Al ser un
regulador negatiu de la via de Wnt, si I'inhibim el que esperem és que la B-catenina
s'acumuli al citossol i es transloqui cap el nucli on s'associara amb els membres de la
familia TCF/LEF.

Concretant alguna de les funcions de la GSK-3 en el desenvolupament, (Ferkey i
Kimelman, 2000; Frame i Cohen, 2001), la inhibici6 de la GSK-3 es requereix per
l'especificacid de 1'eix D-V durant els primer estadis del desenvolupament de Xenopus.
L'especificacio dorsal implica la supressié de l'activitat GSK-3 per una senyal Wnt/Wg.
Al peix zebra la inhibicié de GSK-3 ja sigui per mig d'un dominant negatiu o per liti
fenocopia el mutant masterblind (Axina), mutant al que ens referirem més endavant en
més detall. Als erigons de mar la GSK-3 és necessaria per l'especificacio de l'eix
primari, I'eix A-V (animal-vegetal). A C.elegans, GSK-3 es necessita positivament tant
per I’especificacié de I’endoderm com per EMS orientacid del fus mitotic (Schlesinger
etal., 1999)

Molts estudis s'han centrat en cercar drogues o compostos que puguin regular
'efecte de la GSK-3. El liti, per exemple, produeix efectes dramatics a la morfogenesi
durant el desenvolupament de molts organismes. Molts autors suggereixen que
l'activitat de la GSK-3 ¢és inhibida per liti (Klein 1 Melton 1996), que té el mateix efecte
dorsalitzador als embrions de Xenopus que l'expressid ectopica de Wnt-1; també
mimetitza l'efecte de la insulina, que inhibeix GSK-3; diferents observacions indicarien
doncs que sembla ser que la diana endogena del liti és la GSK-3. Recentment, perod
s'han trobat productes més especifics, com l'alsterpaulona (Miiller et al., 2004):
experiments previs amb embrions 1 larves del cnidari Hydractinia demostraren que

l'alsterpaulona és I'inhibidor més potent de la GSK-3f disponible actualment i actua
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competint amb I'ATP per unir-se a la GSK-3B (Leost et al., 2000). Més recentment,
alguns autors (Meijer ef al., 2003) han generat un compost anomenat BIO (6-
bromoindirubin-3'-oxime) que sembla ser que també interfereix amb la quinasa GSK-3 1
que pot ser utilitzat per manternir cel.lules ES en un estat indiferenciat (Sato et al.,
2004). Actualment es coneixen més de 30 inhibidors de la GSK-3. La GSK3 s’expressa
de forma molt elevada al sistema nerviés de mamifers on participa en una amplia
varietat de processos biologics. En concret, la seva inhibicié s’associa amb [’activacio
de vies de supervivencia de neurones (Cross et al., 2001; Culbert et al., 2001; Facci et
al., 2003). Tau, una proteina associada als microtibuls, és un altre substrat de la GSK-3
fosforilat per ella, regulant aixi la dinamica de microtubuls, el creixement de neurones,
la sinaptogeénesi 1 la plasticitat sinaptica (Hall ez al., 2000). També es coneix que la
GSK-3B ¢és la responsable de la hiperfosforilacié de la proteina Tau a la malaltia
d’Alzheimer (Lovestone ef al., 1994), hiperfosforilacio que té lloc en resposta al LPA
(acid lisofosfatidic), que activa la GSK-3. La retraccié de les neurites és un procés
essencial durant el desenvolupament del SN i1 també durant la neurodegeneracid, i
I’activacié de la quinasa per part del LPA sembla ser un procés general que té lloc en
diferents ce¢l.lules neuronals de diferents especies en correlacié amb aquest procés de
retraccié de les neurites (Sayas, et al., 2002 a i b). El descobriment d’aquestes accions
de la GSK-3 han permes comprendre que aquest enzim té certa implicacidé també a
patofisiologies humanes, com els desordres bipolars, i1 la GSK-3 ha esdevingut una
potent diana terapéutica de diferents farmacs (Cohen i Goedert, 2004) com el que
esmentavem una mica més a munt i d’altres com SB-415286 (o 3-[(3-Chloro-4-
hydroxyphenyl)amino]-4-(2-nitrophenyl)-1H-pyrrole-2,5-dione)de Tocris™ (Coghlan et
al., 2000; Cross et al., 2001; Culbert et al., 2001; MacAulay et al., 2003; Facci et al.,
2003) que també esta sent utilitzat simultaniament a I’escriptura d’aquestes pagines.
Com deiem al principi d'aquest apartat, la GSK-3 fa de nexe de diferents vies
de senyalitzacio; per exemple es requereix també a la via de senyalitzacio de Hedgehog
on fosforila la proteina Ci (Cubitus Interruptus) permetent aixi la seva proteolisi. Ci-155
¢s la forma activadora, mentre que la forma Ci-75 és la repressora. Per tant, cert estudis
demostren que a c¢l.lules sense activitat de GSK-3 no es pot produir la proteolisi de Ci,
1, per tant, Ci és actiu inclis en abscencia de Hh (Price 1 Kalderon, 2002).
Amb tot aix0 es pot deduir, com veurem més endavant, que no és mai facil
averiguar d'entrada que passaria quan un enzim d'aquestes caracteristiques €s bloquejat;

si bé la quinasa és capag¢ de discernir i separar les vies en les que esta implicada, serem
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capagos nosaltres de discernir si els efectes deguts al seu bloqueig son el resultat

d'inhibir una o altra via, o moltes alhora?

Després d’aquesta breu introduccid del que es coneix de les peculiaritats 1 funcionament
de la GSK-3, passarem a mostrar els resultats referents al clonatge i analisi de la

seqiiencia homologa a G.tigrina de GSK-3, que anomenarem GtGSK-3:

GTTGCCATCAAGAAGGTGCACCAGGATCCGCGCTACAAGAACCGCGAGCTCAACATCATCCAGCGAGTGA
AGAGCCACCCGAATATCGTCGAGTTCCGCTACTATTACTACAGCATGCTCCATGGAGCCACTGCGAGCAA
TACAGGTTCCAGTCACCATGGCTGCAATAACAATGCCAATAACAACAATAACAATACGAGAAGACAGCAG
CAACAATCGACTGGAAACTCTGGAACGGGCAGCAGCGGTGACATCTACCTGCATCTGGTGATGGAGTGCG
TGCCCGAGAGTCTGTCAGATTTGATCGCCCGGTACCATCACAACGGAGCCAGCCTGAGTGCTCGCCACAT

CAAGATATACACCTTCCAGATGCTCCGCGCGCTCGGCTACCTCCACTCGCTCAACGTGTGCCATCGCGAT
ATAAAA

Figura 11. Seqiiencia nucleotidica del fragment corresponent a GtGSK-3. Subratllat, putatiu lloc de
splicing.

El fragment es va aillar inicialment mitjancant PCR amb oligonucleotids
degenerats GSK-6 1 GSK-3 (assenyalats a la figura 7 de Materials 1 Metodes) que

mostrem a continuacio, i segons les condicions de PCR també especificades a 1’apartat

3.1 de Materials 1 Métodes:

Oligonucleotid GSK-6: 5'-GTNGCNATHAARAARGT-3' 17mehr
Oligonucleotid GSK-3: 5'-GGYTTDATRTCNCKRTGRCA-3' 20mehr
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Figura 12. Fragment de 142 aminoacids deduits de la seqiiencia nucleotidica de GtGSK-3. En mintscula
i subratllades posicions rellevants per I’activitat enzimatica (lloc d’unié d’ATP i lloc acceptor de protons)
Subratllat, inici d’un putatiu lloc de splicing.
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La seqiiéncia resultant es va alinear amb el programa Bioedit amb algunes de les

proteines GSK-3 d’altres espécies.

10 z0 30 40 50 60
PR R T T T L N T B R
mouse GSKI-BETA WATKKVLODKRFENRELQIMEKLD-HCNIVELRYFEFY-------- -
human GSKI-ALFA WATKKVLODKRFENRELQIMEKLD-HCNIVELRYFEFY-------- -
HUMAN GSK3-BETA VATKEVLODKRFENRELOTMRKLD-HCNIWVRLR¥FEY—————---———————————————
DROME SHAGGY (ZESTE-WHITE3) WAIKKVLODRRFKNRELOIMEKLE-HCWNIVELLYFEY-----—--------—---—-————
MEDSA GSK3 MATKEVLODERYENRELOTMRLLD-HPNVY SLKHCEE --—-------—————————————
GT GSK3 WATKEVHODPRYENRELNIIORVE SHPNIVEF RY Y VY SMLHGATASNTGS SHHGC NNNAN
70 g0 =l 100 110 1zo
PR R o I e T L I I R I
mouse GSKI-BETA =00 0z——————-————— 3 53GEKK----DEVYLNLVLDYVPETYYEVARHY SRAKOTLEVIYVELY
hwmnan GSK3-ALFA =000 @———————————— S5GEKK----DELYLNLVLEYVPETY YEVARHF TKAKLTIE ILYVEWVY
HUMAN GSK3-BETA = ————m——————— 5 5GEKK----DEVYLNLVLDYWVPETY YEVARHY SRAKOTLEVIYVELY
DROME SHAGGY (ZESTE-WHITE3) ---------——-- 835 GEKR----DEVELNLVLEY TPETV Y EMARCYAKTEOTIE INE IRLY
MEDSA GSK3 000 mmmmmmmm———e STTEK----- DELYLNLVLEY¥WVPETYVHEY IKHY SKELNORMEMIYVELY
GT GSK3 NMNNNTREREQQOOSTGENS TG 3 36D IFLHLVME CVPES LS DL IARYHHNGASL S ARHIKTY
130 140
T R N IPTPI R
mouse GSKI-BETA MYQLFRSLAYTH-3FGICHEDIE
human GSKI-ALFA MYQLEFRSLAYTH-30GVCHEDIE
HUMAN GSK3-BETA MYQLERSLAYTH-SFGICHRDIE
DROME SHAGGY (ZESTE-WHITE3?) MYQLFRSLAYIH-SLGICHRDIK
MEDSA GSK3 TY¥QIFRALSYIHRCIGVCHRDIK
GT GSK3 TEOMLRALGYLH-ELNVCHRDIK

Figura 13. Alineament de GtGSK-3 amb els homolegs de ratoli (mouse GSK-3p), d'huma (GSK-3a i
GSK-3B), d'una planta, Medicago sativa (MedSa GSK-3) i de Drosophila melanogaster (Drome shaggy o
zeste-white3)
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Exemple d'un dels casos amb que el programa BLASTX va trobar
homologia:

Putative glycogen synthase kinase-3 homolog (GSK-3) (Gasket
protein)

Score = 80.9 bits (198), Expect = 9e-16
Identities = 46/142 (32%), Positives = 73/142 (51%)
Frame = +1

Query: 1 VAIKKVHQDPRYKNRELNIIQRVKSHPNIVEFRYYYYSMLHGATASNTGSSHHGCXXXXX 180
VAIKKV QD R+KNREL I+++++ H NI+ +++++S
Sbjct: 59 VAIKKVLODRRFKNRELQIMRKLR-HDNIITLKWFFFS—-—--=-————-—-———————————— 95

Query: 181 XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXDIYLHLVMECVPESLSDLIARYHHNGASLSARHIKIY 360
++YL+LVME +PE+L + +Y +L +++Y
Sbjct: 96 ———---m—————————— SGEKRDEVYLNLVMEFLPETLYKVERQYARAKQTLPVNEFVRLY 138

Query: 361 TFQMLRALGYLHSLNVCHRDIK 426
+Q+LR++GYLHSL CHRDIK
Sbjct: 139 MYQLLRSMGYLHSLGFCHRDIK 160

Ens trobem davant d'un gen que presenta una inserci6 d'aproximadament 130bp
en comparacié a altres organismes, segons es mostra a l'alineament. La zona clonada
esta inclosa dins del domini proteina quinasa. A la que correspondria a la posicid 636 de
shaggy de Drosophila(VAIK) tindriem un lloc d'unié d'ATP i a la posicié 732 de
shaggy de Drosophila (CHRD) tindriem un lloc acceptor de protons, totes dues
posicions en vermell 1 subratllades a la seqiieéncia aminoacidica de la figura.

Es interessant aquesta insercié no trobada fins el moment a altres organismes.
N'hem comprovat la seva validesa fent la PCR sobre cDNAs diferents, per descartar que
es tractés d'una contaminacié amb DNA genomic. Paral.lelament, varem fer una PCR
directament sobre DNA gendmic per veure si es tracta d'un intr6 realment, pero la mida
obtinguda sobre DNA genomic va resultar ser la mateixa, per tant no ens permetia saber
si es tractava d'un intré o no. Alternativament es podien cercar llocs de splicing a la
seqliencia. EL programa BDGP (Berkeley Drosophila genome project, Splice Site by
Neural Network); detecta que hi ha un lloc de splicing (marcat en blau) a la nostra

seqliencia (figures 11 1 12). La frontera exd/intrd entre les dues “g”: aatacag /

gttccagt
A banda de Il'alineament amb els fragments corresponents de proteines

homologues d'altres organismes, mostro com a exemple una de les homologies que el

BLASTx va detectar. Curiosament, al fragment de G.tigrina existeix la insercid que
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comentavem part de la qual el programa assenyala amb simbols X; hi ha 25 X, algunes
de les quals son repeticions de diverses N (asparagina) i de diverses Q (glutamina). Son
varies les possibilitats que hauriem de contemplar: en primer lloc, segons el programa,
aquestes X corresponen a regions de baixa complexitat, regions que es troben presents a
moltes proteines i que sembla ser que dit programa no té en compte a l'hora de fer
l'alineament. Sembla més plausible aquesta possibilitat, és a dir, considerar que en
aquest llinatge existis un petit exd que a altres llinatges s'ha perdut, que no pas
considerar com a valida I'opcié de l'intré que esmentavem més amunt. Per un costat,
sembla for¢a dificil acceptar que les diferents fonts de cDNA emprades estessin totes
contaminades amb DNA genomic, 1 per l'altre, que la possible existeéncia d'aquest intrd
no produis una senyal de STOP 1 saltés la pauta de lectura.

S’ha realitzat també un estudi filogenétic, pero el fragment de seqiiéncia del
qual disposem és massa curt 1 les posicions massa conservades i1 per tant poc

informatives evolutivament parlant per construir un arbre filogenétic.

Pel que fa a I’analisi de I’expressié de GtGSK-3 per hibridaci6 in situ whole-
mount: inicialment es va dissenyar una sonda que comprenia tota la regié clonada del
gen GtGSK-3 de 426bp. Més endavant se’n dissenya una que cobria la zona que hem
anomenat “G230”, sempre segons el protocol descrit a I’apartat de Materials 1 Metodes.
Totes dues, 1 també segons el protocol d’in situ desenvolupat a Materials i Métodes,
s’utilitzaren amb individus intactes i individus regenerants de diferents estadis, donant
els mateixos resultats ambdues sondes.

Les hibridacions in situ whole-mount mostraren que el patré d’expressio
d’individus intactes es restringia a la part més anterior dels ganglis cefalics, patré que
recorda al de GtSix-3, també analitzat amb anterioritat pel nostre grup. Ara bé, les
cel.lules on es detecta GtSix-3 tot i ser també periferiques no sén cel.lules del SNC
mentre que les cel.lules que marca GtGSK-3 si que semblen c¢l.lules periferiques del
SNC (figura 13). A diferéncia d’altres marcadors neurals com és el cas de GtWnt-5,

GtGSK-3 no es detectava a nivell dels cordons nerviosos principals.
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GtGSK-3
GtGSK-3 GtGSK-3 Sense

cny

GtSIX-s .

Figura 14. Patr6 d’expressio de GtGSK-3 en caps d’organismes intactes, comparat amb el patrd
de GtSix-3 i amb un individu control hibridat amb una sonda dissenyada a partir de la cadena
respectiva sense de GtGSK-3. En el dibuix: GtSix-3 (verd) i GtGSK-3 (vermell).La resta del
cervell és negativa per tots dos gens (blanc)bc:branques cefaliques; gc: ganglis cefalics;
cp:cel.lules pigmentaries; cf: cél.lules fotorreceptores; cnv: cordons nerviosos ventrals.
Esc.barres 0,5mm

Es necessiten dues setmanes perqué una planaria regeneri un cap complet amb
totes les estructures després d’un tall a 17°. L’expressié de GtGSK-3 encara no es
detecta a 2d de regeneracio, segons mostra la figura 15. Trobem que hi ha un maxim
d’expressio als dies 5d 1 7d de regeneracid, en un patrd consistent amb la hipotesi que el
nou cervell es forma per elongacio de les fibres neurals emergents dels antics cordons
nerviosos seccionats cap al nou teixit (Reuter i Gustafsson, 1996), com ja hem comentat
a la Introduccid, apartat 2.4. Diferents marcadors neurals han estat classificats com a
gens d’expressio inicial, intermedia o tardana en la regeneracid, depenent de quan sén

activats en el blastema regeneratiu (Cebria ef al., 2002 a 1 b). Segons el patrd temporal
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d’expressid, GtGSK-3 no seria per tant un gen d’expressio inicial amb funcié inductora
de cervell sin6 més aviat un gen que participa potser en la funcié organitzadora de 1’eix

A-P del SNC 1 no en la induccié inicial.

GtGSK-3

GtWNT-5

GTSIX-3

Figura 15. Patro d’expressi6 de GtGSK-3 en diferents estadis de regeneracido comparat amb el d’altres
marcadors neurals: GtWnt-5 (groc)i GtSix-3 (verd). Solapament entre GtGSK-3 i GtWnt-5 assenyalat en
vermell. A 2d regeneracio no es detecta cap dels tres gens. A 3d regeneracid ja es detecta el transcrit de
GtWnt-5. A 5d son presents tots tres. GtSix-3 es situa a nivell del primordi de les branques cefaliques,
GtGSK-3 i GtWnt-5 a la part externa del primordi dels ganglis cefalics. GtWnt-5 es detecta també a la part
externa dels cordons nerviosos ventrals. La part del SNC negativa per aquests gens resta de color blanc. La
linia negra de punts a I’esquema separa el blastema (B) del post-blastema (PB). GC: ganglis cefalics en
formaci6é ; (CN): cordons nerviosos antics. En vermell, enquadrades, només la scrie d’imatges de
I’expressié de GtGSK-3. esc.barres 0,5mm

122



RESULTATS | DISCUSSIO

Ara bé, al realitzar una RT-PCR regional de GSK-3 (RT-PCR realitzada segons
condicions descrites a 1’apartat 5.3 de Materials 1 M¢ctodes) vam observar que, tot i no
detectar-los amb una hibridacio in situ whole-mount, menys sensible en aquest sentit
que una RT-PCR, existien nivells de transcrit de GSK-3 al llarg de I'eix A-P (figura 16).
Per aixd no es pot especular sobre la funcio de GSK-3 només segons el patrd
d’expressié observat en les in situs, ja que possiblement existeixen nivells basals
d’aquesta proteina en totes les cel.lules de ’organisme. Pero, per altra banda, pot ser
que el que detectem per RT-PCR siguin gens duplicats perque els oligonucleotids
emprats per la PCR son de regions consens de GSK-3 que no ens permetrien

discriminar entre aquests gens.

1kb |A ! B | C ! Figura 16. Gel per
— testar la RT-PCR de
GtGSK-3 amb cDNAs
de: (A) caps, (B)
- troncs, (C) cues. El
— primer carril és el
500bp : marcador 1Kb de pes
| - molecular i 1’dltim és
s — . un control negatiu
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1.4 Els factors de transcripcio associats: familia TCF/LEF

Als organismes pluricel.lulars, les cél.lules tenen en un moment donat la major
part dels seus gens en estat silenciat, bé reprimint activament la seva transcripcié o bé
segrestant factors de transcripcid positius. Quan la cel.lula entra en un determinat
programa del desenvolupament es dona una desrepressio. Existeixen diferents
mecanismes de repressié geénica; en primer lloc trobem repressors globals, com els
productes dels gens Polycomb que inhibeixen grans grups de gens possiblement
interaccionant amb components de la cromatina, i existeixen repressors especifics que
s’uneixen a regions adjacents del DNA, a una seqiiéncia concreta i que competeixen
amb els activadors desplacant-los. Un altre mecanisme molt emprat per la seva
economia durant el desenvolupament 1 que sovint regeix moltes decissions de formacio
de patré i desti cel.luar és el cas de factors que poden ser bé activadors, bé repressors en
funci6 de les proteines interaccionants amb ells (Nusse, 1999). Aquest Gltim sembla ser
que seria el cas dels membres de la familia de factors de transcripcid Tctf/Lef (T-cell
factor/lymphoid enhancer factor). Aquestes proteines, en associacié amb la B-catenina,
son els efectors nuclears de la via de senyalitzacid6 Wnt. En absceéncia de la senyal Wnt,
Tcf/Lef reprimeixen la transcripcid en associacié amb les proteines Groucho i CBP
(CREB-binding protein). Per altra banda, també poden interaccionar amb altres
cofactors duent a terme una funcié "estructural", ensamblant complexes enhancer
multiproteics, sembla ser que integrant d'aquesta forma diferents vies de senyalitzacio
(Eastman i Grosschedl, 1999).

Aquests factors de transcripcio van ser identificats inicialment com a proteines
d'uni6o al DNA especifiques de limfoids 1 que reconeixien la seqiiéncia nucleotidica 5'
CTTTGWW 3' (on W indica A o T). Tots ells presenten un domini d'unié al DNA que
es coneix com a "high mobility group domain" (HMG) i que sembla que produeix un
fort plegament a I'helix de DNA (Giese et al., 1992), efectivament, el plegament induit a
la molécula de DNA per part del HMG del lymphoid enhancer factor 1 (lef-1) facilita
I'ensamblatge d'estructures funcionals nucleoproteiques. A humans i a ratoli se’n
coneixen 4. De fet, al ratoli, recentment s’ha aconseguit el knock-out per tots quatre
(Gregorieff 2004). L unic membre d’aquesta familia trobat al genoma de Drosophila és
Pangolin (dTCF1), similar al TCF-1 de vertebrats especialment al seu extrem C-
terminal. A Xenopus s’han clonat 4 gens virtualment idéntics propers sobretot al TCF-3

de mamifers. En el cas de C.elegans, Pop-1, un gen especific de mesoderm codifica per
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un membre distant de la familia TCF/LEF. Tipicament, els dominis HMG de les
proteines TCF/LEF presenten més d’un 90% d’identitat aminoacidica. De fet, fora del
domini HMG també hi ha forca conservacié de seqiiéncia, tot i que en menor grau. Es
I’extrem C-terminal dels membres individuals, generats normalment per splicing

diferencial, el que divergeix més (figura 171 Clevers i van de Wetering, 1997)

B | Figura 17. Dominis proteics dels
hTCF1 : ; | membres TCF de diferents
| — 1€ | organismes. (h:huma, ch: pollastre;
| hLEFT . o S X:Xenopus, PAN/dTCF: pangolin o
Drosophila TCF, POP-1: homoleg
e — ¥ g TCF a C.elegans) .Tret de Clevers i
EEEmeE 4E van de Wetering , 1997
chTCF . o
XTcf-3 s BN TS
A
PAN/ATCF W™ { | R
4
A
| POP-1 s AW
Bl HMG domain Bl -Catenin binding domain

A Drosophila , a embrions mutants per wg o Arm, la reduccié de TCF suprimia o
almenys millorava el fenotip (Brunner et al., 1997). Si TCF fos un regulador positiu de
la via, disminuir la seva funci6 en aquells mutants per wg o Arm provocaria un
empitjorament del fenotip wg o Arm. Per tant, tot aixd evidenciava una funcid
repressiva per TCF. Com veurem amb més detall, els mutants dTCF de perdua de
funcid a Drosophila indicaven clarament que els efectes downstream de la senyalitzacid
Wnt precissaven de dTCF. estudis de diferents linies mutades al gen dTCF van permetre
determinar que: les mutacions en dTCF tenien fenotip de polaritat segmental; que els
dominants negatius disrupcionaven la senyal de wg; i, per ultim, trobaven també
expressio alterada de gens diana com engrailed o ultrabithorax (Van de Wetering et al.,
1997). A vertebrats, per contra, aquesta evidéncia de que els efectes downstream de la
senyalitzacio Wnt precissaven de TCF es fa més dificil degut a la redundancia d'aquests
factors de transcripcid que tenen uns patrons d'expressid diferents perd solapants a

I'embrid de ratoli.
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Diferents estudis demostren la interaccid genetica i bioquimica existent entre
Tcf/Lef 1 Groucho (TLE a vertebrats), un repressor transcripcional que interacciona amb
diferents proteines d'unié al DNA com Hairy, Engrailed i Dorsal. Estudis genétics a
Drosophila també varen demostrar que reduir Groucho suprimia el fenotip mutant wg i
Arm, indicant com per TCF el seu paper repressor. CREB/p300 (CBP) funciona en
molts casos com a co-activador de la transcripcid, perd per altra banda ha estat
considerat candidat com a co-repressor de les proteines Tcf/Lef-1. S'uneix al HMG i
acetila un residu en el lloc d'unié de la B-catenina al dTCF. Aquesta acetilacio es
bloqueja en preséncia de la B-catenina. Sembla ser que dTCF es manté com a repressor
fins que la concentracio de B-catenina és alta (Eastman 1 Grosschedl, 1999).

Si considerem la via Wnt com a linial, quines serien les interaccions positives i
negatives durant la senyalitzaci6? Wnt, Frizzled 1 Armadillo/B-catenina serien
components positius de la via, activats durant la senyalitzacio; per contra, GSK3/ZW3 i
TCF-Groucho-CBP sén components negatius, inhibits durant la senyalitzaci6. Quan es
redueixen els factors positius com Wnt o Arm/B-catenina, els gens diana es
downregulen, 1 si es redueixen els components negatius, el fenotip es redueix com hem
dit anteriorment, i els gens diana s’up-regulen. De fet, una disminucio total de la GSK-
3/ZW3 per exemple, provocaria una forta up-regulacio dels gens downstream. Tot aix0,
perd, es complica quan la via no és linial.

Per altra banda, cada vegada sembla més clar que diferents membres de la
familia Tcf/Lef funcionen a diferents teixits per dur a terme respostes especifiques de
teixit sota la via Wnt/B-catenina.

Fins el moment molts son els gens diana identificats amb llocs d’unié per TCF i
que sén elements downstream de la via Wnt/B-catenina. Es pot trobar una taula (“Wnt
targets”) molt completa i renovada periddicament a la pagina Web dels gens Wnt. Per
esmentar només un cas, a Riese et al.,, 1997 els autors identifiquen un WRS (“wg
response element”) a 1’enhancer de Ubx a Drosophila, que és lloc d’unié per Lef-1.
També descobreixen que cal la senyalitzacid Dpp per tal que Lef-1 pugui estimular la
transcripcio. Lef-1 doncs té en aquest cas una funcié crucial en coordinar diferents
inputs de senyal. Hi ha de fet molts casos en que cal la combinaci6 d’inputs de diferents

vies de senyalitzaci6 a nivells dels enhancers dels gens diana..
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Aixi doncs en aquest apartat presentem com a resultat el clonatge d’un homoleg
a G.tigrina dels TCF aillat per mig de PCRs degenerades utilitzant els oligonucleotids
degenerats TCF-1 1 TCF-2 marcats a la figura 7 de Materials i M¢todes 1 assenyalats a
la figura 18 sobre la seqiiencia. Les condicions de la PCR es troben descrites a I’apartat

3.1 de Materials i Métodes.

Oligonucleotid TCF-1: ATGCTNTAYATGAARGARAT 20mehr
Oligonucleotid TCF-2: CKYTTNCKYTTYTTYTTYTT 20mehr

ATGCTTNCNTNTGANGGAGATGAGACCAAAAGTGCAAGAAGAGTGCACATTAAAAGAATCAGCAGCCATT
AACCAAATTTTGGGTAAAAAGTGGCACGAACTATCTCGAGAAGATCAGACAAAATATTACGAGTTAGCTA
GAAAAGAAAAAGAACTTCATCAACAACTTTATCCTGGTTGGTCTGCAAGGGATAATTATGCATCTCACGC
TAAAAAAAAAAAACGCAAAAGA

Figura 18. Seqii¢ncia de nucleotids corresponent al fragment clonat d’un element TCF a G.tigrina

EMRPKVQEECTLEKESAAINQILGEKEKWHETLSRE
DOTKYYELARKEEKELHOQQLYPGWSARDNYASHAE KTK

Figura 19. Fragment de 67 aminoacids deduits de la seqiiencia nucleotidica de GtTCF (5'3' pauta de
lectura 1)

El percentatge més alt d’homologia que el programa Blastx (NCBI) va mostrar
va ser amb la proteina Pangolin (dTCF-1) de Drosophila, fet que ens permetia assegurar

doncs que existeix almenys un membre de la familia TCF a G.tigrina:

Score = 119 bits (298), Expect = 2e-27
Identities = 54/72 (75%), Positives = 64/72 (88%)
Frame = +2

Query: 17 EMRPKVQEECTLKESAAINQILGKKWHELSREDQTKYYELARKEKELHQQLYPGWSARDN 196
EMR KV ECTLKESAAINQILG++WHELSRE+Q+KYYE AR+E++LH +LYPGWSARDN
Sbjct:286 EMRAKVVAECTLKESAAINQILGRRWHELSREEQSKYYEKARQERQLHMELYPGWSARDN 345

Query: 197 YASHAKKKKRKR 232

Y +KKKKRK+
Sbjct: 346 YGYVSKKKKRKK 357
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De la mateixa manera que per GSK-3, I’estudi filogenétic s’ha realitzat, pero el
fragment de seqiiencia de TCF €s massa curt i les posicions massa conservades 1 per tant
poc informatives evolutivament parlant per construir un arbre filogenétic. Presentem

perd un alineament realitzat amb el programa BioEdit:

.zapiens TCF 7-1like 2
melanogaster pangolin
.tigrina TCF

e T E - n

S|
.elegans POP-1
.purpuratus ToffLef
.castaneum pangolin
musculus TCF 7-1ike 2

.elegans POP-1 E T AVIEF)AAT

C

&.purpuratus ToffLef D ¥ A THHMSE
T.castaneum pangolin L—TRHHEE
M.musculus TCF 7-1ike 2  Dif———YeuE
H.sapiens TCF 7-1like 2 g — —— ¥ E
D.melanogaster pangolin DYTGTVIIMAE
G.tigrina TCF DIy T A HAJANE

Figura 20. Alincament aminoacidic del fragment corresponent de Girardia tigrina TCF (GtTCF) amb els
homolegs de C.elegans (C.elegans POP-1), de Strongylocentrotus purpuratus (S.purpuratus TCF/LEF), de
Tribolium castaneum (T.castaneum pangolin), de Mus musculus (M.musculus TCF 7-like 2), d’Homo sapiens
(H.sapiens TCF 7-like 2) i de Drosophila melanogaster (D.melanogaster pangolin)
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2. ESTUDI DE FENOTIP PER MANCA DE FUNCIO DE GTWNT-5 I GTGSK3

2.1 Efectes de la inhibicio de Gtwnt-5

2.1.1 Resultats pel metode d'injeccio i pel metode d'ingesta de bacteries
productores de dsRNAGtwnt-5. Analisi de resultats per RT-PCR. Descripcio dels

fenotips obtinguts

Pel que fa al metode d'injeccio, en inici es va escollir com a fragment per
dissenyar el dsRNA especific per Gtwnt-5 la zona compresa entre els aminoacids 137 1
326, donant com a resultat un fragment d'aproximadament 600nts. Dit fragment estava
clonat en el plasmid pBluescript (figura 1 a l'apartat de Materials i Métodes) i1 es
linearitza amb HindlIII i Xbal per les respectives posteriors retrotranscripcions amb les
RNA polimerases T3 1 T7. El mateix fragment havia estat utilitzat com a sonda de RNA
per la hibridacio in situ whole-mount. La construccid de la dsRNA es realitza segons el
metode descrit a I’apartat 5.1.1 de Materials 1 M¢todes. Els diferents tests per RT-PCR
dels nivells de transcrit realitzats durant l'esquema d'injeccié mai van demostrar una
disminucié del mRNA de Gtwnt-5, per la qual cosa vam arribar a la conclusié que, per
motius que encara no coneixem, aquella zona triada del gen GtWnt-5 no podia
funcionar com a RNAi. Una de les possibilitats podria ser que aquella zona concreta de
la seqiiencia estés especialment protegida o prengués conformacions que la fessin
inaccessible a la maquinaria del RNA..

El fragment que anomenem "W372" fou doncs el triat. Es van utilitzar els
oligonucleotids "W3'.2" 1 "W5'.4" per PCR sobre plasmid que contenia el fragment que
anomenem "W600" per obtenir el fragment de 372bp que es va subclonar en un altre
vector pBluescript. Posteriorment es prossegui a la linearitzacié amb EcoRI i BamHI
del lloc de multiple clonatge respectivament per les posteriors retrotranscripcions amb
les RNA polimerases T3 1 T7 1 es sintetitza la cadena de dSRNA segons el procediment
establert. Per a comprovar si en aquesta ocasidé aconseguiem reduir els nivells de
transcrit vam comencar amb un esquema consistent en injeccié d'un volum de 18.4 nl x2
(dues puncions) durant tres dies consecutius sense tallar el cap i duent a terme
l'extraccid de RNA el dia de I'ultima injeccid. La reduccio dels nivells de GtWnt-5

després de 35 cicles de PCR va ser gairebé total segons es mostra a la figura 22, sent "c"
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"i" el carril corresponent a 1'organisme injectat

'organisme control injectat amb H,O 1
amb dsRNA. Hi ha també dos marcadors de pes molecular (1Kb, 50bp) 1 un carril
corresponent al control negatiu de PCR . Les condicions de PCR estan descrites a
I’apartat 5.3.1 de Materials i M¢todes. Un cop comprovat que aixi érem capagos
d'inhibir practicament el gen, procedirem a fer I'experiment llarg d'injeccié segons es
mostra a l'esquema de la figura 21 amb un grup de 12 organismes per injectar H>O i un
altre de 12 organismes per injectar dsSRNA. Un dels objectius era observar si existia
alguna alteraci6 en la regeneracid del cap en aquests organismes on s'estava procurant
inhibir GtWnt-5: hi ha una pre-injeccio el primer dia abans de tallar a nivell pre-faringic
(el primer dia de tall I'anomenem dO, dia zero de regeneracio) i, periodicament, 1 segons
es mostra a l'esquema, injectem a nivell del post-blastema aproximadament.
Paral.lelament hem d'extreure RNA (un organisme o un parell de controls i el mateix
per injectats amb RNAi) i comprovar per RT-PCR si els nivells de GtWnt-5 es
mantenen inexistents, baixos o, per contra, no ha funcionat el mecanisme de RNAI.
Com es veu a l'esquema també hi ha dos grups que se separen per dur a terme una
hibridacié in situ whole-mount, un aturat al d9 de regeneraci6 després del primer tall i

després de patir 6 injeccions, 1 un aturat el dia d5 després del segon tall 1 havent patit 9

injeccions.
a / « ~ « «
Pre-injeccio do dl d2 d3 d4 ds dé
extr.RNA
d7 dg do d10=d0 d1 d2 d3 d4
in situ segon tall
d> Figura 21. Esquema “llarg” d’injeccio de dSSRNAGtWnt-5. Les fletxes corresponen
in situ als dies d’injeccio
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Els resultats d'aquests experiments son la comprovacié de la disminucio del
GtWnt-5 tant per RT-PCR una altra vegada com es mostra a les figures 22 1 23 (on els
cDNAs “i” 1 “c¢”corresponen als d’organismes de 6 dies de regeneracid), aixi com per

hibridacid in situ whole-mount, com sera mostrat al segiient apartat.

IKb ¢ i - 50bp Kb ¢ i -

= TV S—

] -
500bp e —

——

—

Figura 22. RT-PCR de 35 cicles de Figura 23. idem que figura 22 pero amb
GTWnt-5, sent “c” un cDNA injectat cDNAs d’un experiment més llarg
amb H,O i “i” un cDNA injectat amb d’injeccio

dsRNAGtWnt-5.
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Amb aquest treball hem posat a punt a planaria un nou metode de RNA
d'interferéncia diferent de la injeccid: la utilitzacid de bactéries productores de dsSRNA
que son ingerides per la planaria.

Es va aconseguir introduir l'insert "W372" desitjat al vector L4440 amb els
oligonucleotids descrits a I’apartat 5.2 de Materials 1 Métodes, 1, segons el procediment
alli explicat, varem transformar la soca HT115 1 varem preparar el menjar artificial. Els
organismes van ser alimentats 5 cops amb intervals de tres dies sense menjar.
Posteriorment se'ls talla el cap i s'observa I'evolucid de la regeneracié anterior.
Paral.lelament a aquests experiments d'ingesta, sempre afegiem un grup control
alimentat només amb bacteries HT115 transformades amb el vector L4440 sense insert.
De la mateixa forma que amb el meétode d'injeccid, aconseguirem demostrar la inhibicio
de GtWnt-5 pel mecanisme de RNAi: aquesta vegada provant la técnica per ingesta de
bacteries productores de dsSRNA, també varem veure disminuci6 del transcrit en qiiestio.
El test es va fer també per RT-PCR, segons les condicions descrites a ’apartat 5.3.1 de

Materials 1 Métodes.

1Kb c1 c2 wl w2 w3 wd w5 wé

500bp - w= ==

1Kb ¢l ¢c2

500bp

Gtdth2

wl w2 w3 w4 w5 wé -

Gtwnt-5

Figura 24. La figura mostra la RT-
PCR d’un gen control, GtDth2,
d’expresssio constant i la RT-PCR
del gen Gtwnt-5, totes dues segons
condicions descrites a 1’apartat de
Materials 1 Métodes. cl 1 c2
corresponen a cDNAs d'organismes
alimentats amb el vector 14440
sense insert. De wl a w6 es tracta
d'individus alimentats amb
bacteries productores de
dsRNAGtwnt-5. Assenyalats amb
un asterisc, els organismes on ha
funcionat la inhibicid.

Com es pot veure a la figura 24 el metode ha funcionat en alguns organismes

(w4, w5) mentre que en els altres no. Aixo0 deixa palesa la variabilitat de la técnica de
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RNAI també amb aquest metode (per exemple, no ¢s facil testar quant han menjat uns
individus més que els altres, 1 per tant el grau d’inhibici6 en alguns d’ells potser no ha
estat suficient per detectar-ho per RT-PCR) pero no suposa cap impediment per
analitzar els casos concrets on el metode si que ha funcionat.

El plantejament segiient era doncs que a continuacié podriem prosseguir a
analitzar possibles alteracions degudes a la manca de GtWnt-5, provocada per la

injeccio o ingestid del seu respectiu RNAI.
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2.1.2 Analisi de vresultats amb hibridacions in situ whole-mount i

immunodeteccions. Marcadors neurals. Estudi de comportament

Un cop es va comprovar que en principi els nivells de transcrit de Grwnt-5
havien disminuit o desaparegut, varem dur a terme hibridacions in situ whole-mount del
gen Gtwnr-5 d’organismes control injectats amb aigua 1 d’organismes injectats amb
dsRNA de Gtwnt-5. La figura 26 correspondria a un parell d'imatges d’un individu que
va ser injectat amb el respectiu RNAi 6 vegades, mentre que la figura 25 mostra un
parell d'imatges d'individus control injectats amb H,O en diferents estadis de
regeneracid amb la tipica localitzacié del mRNA de Gtwnz-5 a la periferia dels ganglis
cefalics. Dita senyal no s’observa en els individus que han estat injectats amb ’'mRNA

de Gtwnt-3, tot indicant que el mecanisme de RNA1 ha funcionat.

CONTROLS INJECTATS

Figura 25. Séries d'imatges després de la Figura 26. Sé¢ries d'imatges després
injeccid6 d’H,0, 1  hibridacié in situ de de la injeccio de dsRNAGtwnt-5, i
Gtwnt-5. Es pot observar la senyal tipica de hibridacio in situ de Gtwnt-5. No es
Gtwnt-5 tant a nivell de ganglis cefalics com detecta la senyal caracteristica de
dels cordons nerviosos principals Gtwnt-5.
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Aleshores haviem comprovat tant per RT-PCR com per hibridacié in situ whole-mount
del propi gen GtWnt-5 que els nivells de transcrit havien disminuit. Ara bé, la manca
d'aquest gen es traduia en alguna alteracid fenotipica detectable amb les nostres eines?
Les aproximacions que ens podien ser d'utilitat eren les in situ whole-mount 1 les
immunodeteccions de marcadors neurals diferents.

Vam decidir mirar també si la mancanga de GtWnt-5 produia no només alguna
alteracio qualitativa sind també un canvi quantitatiu a nivell del cervell, és a dir, si el
volum dels ganglis cefalics es veia augmentat o disminuit respecte un cervell control.
Amb aquest fi es va utilitzar el DAPI (4'-6-Diamidino-2-phenylindole) conegut per la
seva capacitat de formar complexes fluorescents amb el DNA, 1 utilitzat per tant per
tenyir nuclis. La tinci6 es dugué a terme sobre talls transversals, realitzats a ma algada,
d’organismes controls i injectats amb dsRNAGtWnt-5 amb qui préviament s’havia
realitzat una hibridacid in situ whole-mount de GtWnt-5. Les seccions foren a nivell
dels ulls incloent els dos ganglis; s’incubaren 5° amb DAPI 5uM i posteriorment es van
rentar un parell de cops amb PBS durant 5°. Es muntaren en 25%glicerol/PBS i
s’observaren amb I’objectiu de 40X sota fluorescéncia. Vam mesurar 1’area interna de
cada gangli (vam triar aquelles seccions a nivell dels ulls que incloien els dos ganglis) i
la vam dividir per pel gruix del tall; aixo donava un quocient. Vam fer un promig entre
els quocients dels ganglis de les seccions del grup control (5 mostres) (aixi com la
desviacio estandar dins el grup)i el mateix pels ganglis del grup d’injectats (9 mostres),

valors que mostrem a la taula de la figura 27.

gangli

X.Y
f&-% - L = QUOCIENT

Y4 Z
Controls injectats
5 9
n=14
promitjos
8mm 9,4mm
desviaci6 estandar
1,9mm 1,9mm

Figura 27 . Procediment realitzat per mesurar 1’area interna de cada gangli i posterior mesura del quocient
per comparar el grup control de 1’injectat amb dsSRNAGtWnt-5
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Al comparar els quocients dels dos grups no vam observar diferéncies significatives.
Amb la perdua de funcié de GtWnt-5 no es detectava un increment o una disminucié del

volum dels ganglis.

Figura 28. (A) i (B)
Imatges al microscopi de
camp clar, (A) amb
objectiu de 10x i (B)
amb objectiu de 40x. (C)
B i (D) tincid fluorescent
DAPI, amb objectiu de
40x. Sén seccions
transversals a ma al¢ada
d’hibridacions in  situ

whole-mount de GtWnt-5
sobre individus controls
injectats amb H,O (A)
(B) i (C). (D) Tinciod
DAPI sobre una seccid
d’un organisme injectat
amb dsRNAGtwnt-5

C (control) D (injectat)

Pel que fa a les hibridacions in situs whole-mount, vam utilitzar una ribosonda
especifica per Pax6A, clonat també pel nostre grup (Pineda e al., 2002) 1 aixi mateix
marcador del SNC de la planaria, no detectant-se cap diferéncia estructural ni
d'organitzaci6 entre els SNCs dels individus controls injectats amb H,O 1 els individus
injectats amb Gtwntz-35.

Pel que fa a les immunotincions es van testar molts anticossos diferents per tal
de trobar-ne alguns que fossin ja bé marcadors generals del SNC, ja bé marcadors
neurals pero de poblacions neurals més especifiques. Finalment els que varen ser
emprats amb ¢xit foren uns utilitzats ja anteriorment i1 coneguts com a marcadors

generals del SNC de les planaries: un anticos contra el neuropéptid FMRF-amida
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(apartat 6 de Materials i Métodes), un altre contra la tirosina fosforilada (apartat 6 de
Materials 1 Métodes) i, per ultim, un anticos contra la tubulina (apartat 6 de Materials i
Meétodes). El protocol utilitzat per la immunotincid €s el descrit a Materials 1 Métodes,
també a 1’apartat 6. En els casos de la FMRF-amida 1 de la tirosina fosforilada, la senyal
es detecta a nivell dels ganglis cefalics 1 a nivell dels cordons nerviosos principals
(figures 29 1 30), aixi com, sobretot en el cas de la FMRF-amida, de tota la xarxa
neuronal que envolta la faringe (figura 27 de l'apartat 2.3 de la Introduccid) i
subepidérmica. La senyal amb aquest anticOs era sempre més intensa que amb els altres
dos utilitzats. L'anticos contra la p-tirosina també dona marcatge a nivell dels ulls tot i
que pensem que es tracta d'una tincid inespecifica que succeeix sovint amb estructures
que soOn cavitats. L’anticos contra la tubulina no va donar senyal a nivell dels ganglis
cefalics, en canvi, marca les projeccions cefaliques (figura 31).

Aquestes proves, realitzades amb els diferents marcadors neurals, no van revelar
mai diferéncies entre el SNC de les planaries control i el de les planaries injectades
(figura 32). L'aparenga general del SNC, és a dir, la morfologia dels ganglis, de les
projeccions cefaliques, ulls i cordons nerviosos principals, eren aparentment iguals en
tots dos grups. Les possibles raons es discuteixen a 'apartat 2.1.4.

Pel que fa al comportament entre els individus controls i els injectats (o
alimentats) amb dsRNAGtWnt-5 no vam observar cap fenotip: la mobilitat de
I’organisme, la fotofobia caracteristica, I’atraccid exercida pel menjar... eren iguals,
indicant que fotorreceptors i receptors quimics i mecanics, aixi com les connexions

nervioses tant d’entrada com de sortida, aparentement no estaven afectats.
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FMRF-AMIDA Cordons nerviosos Ganglis
principals cefalics

Figura 29. Imatges d’immunotincions contra el péptid FMRF-amida, amb anticos
secundari rhodamine-red. A i B son imatges preses amb lupa de fluorescencia,
mentre que C,D son projeccions del conjunt de planols realitzades amb microscopia
confocal. D correspon a la part més posterior de 1’organisme on es connecten els
dos cordons nerviosos ventrals.
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P-TIROSINA

ulls

TUBULINA

139

Figura 30. Imatges amb
lupa de fluorescéncia
d’immunotincions contra
la p-tirosina

Figura 31. Imatges de
microscopia confocal
d’immunotincions
contra la  tubulina
(secundari: rhodamine-
red)
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A control B injectat

C injectat D injectat

Figura 32. Imatges comparatives d’immunotincions entre un
individu injectat amb H,O (A) contra el péptid FMRF-amida
(secundari: rhodamine-red) i diferents individus injectats amb
dsRNAGtwnt-5: (B) immunoticincié contra la FMRF-amida, (C) en
un estadi més inicial de regeneracié i immunotincié contra la
tubulina (anticds secundari en aquest cas: fluoresceina) i (D)
immunotincid contra la p-tirosina
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2.1.3 Bases i limitacions de la tecnica de RNAi (RNA interference)

El desenvolupament de la técnica de RNA d'interferéncia o RNAIi es basa en
l'existéncia a moltes espécies de sistemes de proteccid per limitar els efectes de
I'expressid de gens exdgens o aberrants, com per exemple els virus o transposons. Per
exemple, les plantes han desenvolupat el mecanisme conegut com PTGs o post-
transcriptional gene silencing amb el que es reconeixen els transgens com a objectes
genctics foranis. Estudis a C.elegans son els que van demostrar que la introduccio de
dsRNA (double strand RNA) silenciava l'expressid genica de forma depenent
d'homologia i molt més eficientment que les cadenes sense 1 antisense per separat. Més
recentement s’ha descobert que 1'RNAi també inhibeix informacié genica zigotica i
materna a embrions primerencs de ratoli.

Alhora de dissenyar un experiment de RNAi entre d'altres hem de considerar: la
naturalesa del dsRNA en qiiestié (ha de contenir seqiiencies exoniques)i 'homologia el
més estricta possible per evitar interferécia creuada amb seqiiéncies altament
homologues. Pel que fa a la longitud del DNA, la minima no es coneix encara; la
majoria d'experiments utilitzen fragments més grans de 500bp, tot 1 que amb longituds
menors també s'han obtingut bons resultats. Per exemple, en el nostre grup el gen que
codifica per I’Opsina va ser inhibit amb un fragment de 250bp. Dels sistemes
d'incorporacid6 de dsRNA es coneix la microinjeccio, l'electroporacio, aixi com a
C.elegans 1 a planaria s'han obtingut resultats produint menjar artificial contenint
bacteries productores de dsRNA del gen d'interes i també simplement submergint els
animals en una solucié del dsRNA. Per altra banda, 1'efecte del RNA1 no és heretable,
pero s'ha desenvolupat un metode a C.elegans amb animals transgenics que duen un
plasmid que expressa el dSRNA (Bosher i Labouesse, 2000). L'aplicacié de la técnica
del RNAi en mamifers ha presentat més complicacié ja que s'ha descobert que la
introducci6é de dsRNA provoca ’activacio inespecifica de la resposta de I’interfer6 dels
sitema immune (Elbashir et al., 2002); alternativament, s'injecten dsRNAs més petits
(siRNAs, small interfering RNAs) obtinguts in vitro utilitzant el complex Dicer,
complex proteic iniciador del mecanisme, que ja ha estat clonat previament (Provost et
al., 2002). Pel que fa al mecanisme del RNAIi, podriem dir en primer lloc que la
degradacio del RNA succeeix tant al citossol com al nucli ja que el RNA nuclear també
¢és diana del RNAi i que molts dels factors implicats en aquest mecanisme han estat

trobats fent screenings de mutants per RNAi a C.elegans. RNAs sintétics 1 virus
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replicants entre d’altres poden activar el mecanisme de silenciament. El mecanisme de
RNAI s’inicia amb 1’enzim Dicer, una RNAsa III, membre entre d'altres d’una familia
de proteines molt conservades evolutivament, que processa la doble cadena de RNA en
fragments d’aproximadament 25 nucleotids anomenats siRNAs (small interfering
RNAs). Aquests siRNAs s’incorporen a un complex nucleasa multiproteic, el RISC
(RNA-induced silencing complex). Aquest complex s’activa a mida que va desenrotllant
els siRNAs que seran utilitzats com a guia per la seleccié de substrat. Els complexos
RISC actius actuen promovent la degradacio de RNA i la inhibicié de la traduccio.
Complexos similars tamé dirigeixen el remodelament de la cromatina. L’amplificacid
de la senyal almenys a plantes sembla ser que es realitza amb RNA polimerases
depenents de RNA (RdRP) que sintetitzen nou dsRNA a partir dels siRNAs (Hannon,
2002).

Figura 33. Funcions dels
complexes proteics DICER i
RISC en el context de RNA..
Tret de Hannon, 2002

5 . Figura 34. Possible model
Tl c.ti*il'ah_..._ TE de funcionament del RNA.
e . o B Tret de Hannon, 2002

Amplification
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La técnica de RNAI presenta, pero, algunes limitacions a tenir en compte: en
primer lloc, la degradaci6 de la doble cadena de RNA pot veure's condicionada per la
disponibilitat de la maquinaria del RNAi en un teixit donat i/o en un estadi especific del
desenvolupament; a més, 1'estabilitat natural de cada RNA diana té un important efecte
en la poténcia del RNAi: RNAs més estables son més susceptibles a ser afectats; RNAs
menys estables son menys susceptibles a ser-ho. Per altra banda, encara que no s'ha
demostrat, sembla ser que alguns mRNAs poden ser resistents a I'accié del RNAI, ja
sigui per composicié de la seva seqiliencia, estructura secundaria, segrest dins la
cel.lula... Per exemple, en el cas de C.elegans, diferents grups han observat resiténcia
parcial o completa de certs gens expressats al SN madur (independentment del metode
d'incorporacio de la dsRNA). Les possibles raons podrien ser que aquest sistema tingui
un component limitant de la maquinaria de RNAi o que en aquest teixit hi hagi un
component desestabilitzant el dsSRNA (Timmons et al., 2001).

Ara bé, pel que fa al cas que ens ocupa nosaltres hem demostrat amb aquest
treball que alguns gens de planaria expressats al SNC han pogut ser inhibits per la
tecnica de RNAI, fet ja demostrat préviament per altres grups (Pineda et al., 2000;
Newmark ef al., 2003). El cas concret de GtWnt-5 ens va fer adonar que hi ha regions
del gen clonat que no funcionen com a RNAI; la regié compresa entre 1'oligo W3' i
l'extrem 5' del gen, que anomenem "w600", no funciona mai, és a dir, mai varem
observar una disminucié del nivell de transcrit de GtWnt-5; en canvi, al seleccionar la

1

zona anomenada "w372" que comprén desde l'oligo W3'2 a Il'oligo WS5'4,
aconseguirem l'efecte desitjat. Possiblement deuen existir arees que, ja sigui per
conformacions propies que pugui prendre I'RNA mateix, ja sigui per potser tractar-se
d'una zona protegida, o per motius que desconeixem, no permeten que I'RNA endogen
sigui truncat.

Per ultim, és interessant comentar que hi ha for¢a variabilitat entre organismes,
¢s a dir, quelcom similar a la diferent penetrancia d'un fenotip donat. Per aixo la
necessitat de repetir els experiments i corroborar lo observat.

Una modificaci6 interessant al metode d’injeccid és la realitzacié de la técnica
de doble tall per reforgar el possible fenotip (Mannini et al., 2004): als neoblasts hi ha
una gran quantitat de transcrits silenciats en forma de particules ribonucleoproteiques
que els podrien fer menys sensibles a 1’accié del RNAi. Caldira doncs forgar el sistema i

induir una segona regeneracid en cadena per sensibilitzar aquestes cel.lules a I’acci6 del

RNAIL
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2.1.4 Com explicar ’abscencia de fenotip quan inhibim Gtwnt-5

Els individus amb dsRNAwn#-5 regeneren normal aparentment. Tot 1 fer les

immunotincions amb estadis on sembla que GtWnt-5 hauria de ser més necessari segons
les nostres in situs (aproximadament 7d regeneracid), no veiem diferéncies a nivell del
cervell. Quan aplico el dSRNAwnt#-5, que passa a nivell cel.lular d’aquelles cel.lules del
sistema nervids que normalment, i segons la deteccio del transcrit per in situ, expressen
GtWnt-5?: quan no hi ha proteina aleshores la via activada per dit gen hauria d’estar
bloquejada, a no ser que existeixi redundancia i aquesta via pugui ser activada per altres
lligands donant lloc a la mateixa resposta cel.lular normal. Per aixo podria ser que, tot 1
no detectar transcrit, ni per in situ ni per RT-PCR, el fenotip fos normal, és a dir, que
existis redundancia.
Per una altra banda, també podria ser que la funciéo de GtWnt-5 fos molt especifica i la
seva inhibicid produis una alteracié no detectable amb la sensibilitat dels metodes
utilitzats. Per aix0 convindrien més que marcadors generals del SNC, marcadors més
especifics, de poblacions neurals especialitzades o estructures concretes, com per
exemple marcadors de les branques cefaliques a la base de les quals GtWnt-5 presenta
un patrd regionalment iteratiu (Marsal et al., 2003). Els marcadors neurals generals del
SNC emprats (FMRF-amida, p-tirosina i tubulina) aixi com les in situs de Pax6A
demostren que a nivell macro de connexions i comissures neurals la manca de GtWnt-5
no produeix alteracid. Ara bé, si I’efecte de pérdua de funcid de GtWnt-5 és més
quantitatiu que qualitatiu, podria ser que el nimero de c¢l.lules formant part dels nous
ganglis regenerants fos menor que en un individu control. Aquest era el proposit
d’utilitzar la la tincid DAPI, que ens va revelar que el volum dels ganglis cefalics en un
individu injectat era molt similar que el dels individus control. Com hem comentat a
I’apartat 2.1.2 tampoc vam detectar cap comportament extrany enfront de la llum o del
menjar. En un futur, les immunotincions contra la B-catenina per detectar translocacions
de la proteina sota una senyal Wnt, ens hauran de ser ttils per ressoldre aquesta manca
d’eines sensibles 1 altres punts com definirem a 1’apartat de Perspectives d’aquesta tesi.

L’altra possibilitat €s que els motius de la no deteccié d’anormalitats no siguin la
redundancia ni la poca sensibilitat, sind que simplement la inhibicid que produim no
sigui suficient per induir un fenotip. El planning d’injeccié que duem a terme ja té en
compte no parar d’injectar durant tot el procés, assegurant-nos de mantenir inhibits o a

nivells baixos els transcrits. Hem observat, pero, que el procés de regeneracid es dona
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igual que en organismes control. Es possible que nivells molt baixos de GtWnt-5 siguin

suficients per dur a terme la funcié que li pertoca.

2.2 Efectes de la inhibicio de Gtgsk-3

2.2.1- Resultats pel metode d'injeccio i pel metode d'ingesta de bacteries
productores de dsRNAgsk-3. Analisi de resultats per RT-PCR. Descripcio dels fenotips

obtinguts

De la mateixa forma que amb el gen Gtwnz-5, ens vam disposar a analitzar la
funcié de GtGSK-3 mitjangant la génesi de fenotips de manca de funcié amb RNAI, tant
per injeccio com per ingesta de bacteries productores de dsRNA.

Pel que fa al meétode d'injeccid, vam escollir com a seqiiencia per dissenyar el
dsRNA especific per Gtgsk-3 el fragment anomenat “G230” (de 230bp de longitud) 1
s’obtingué¢ amb els oligonucleotids "GspF" 1 "G5’" (veure figura 8 de Materials i
Meétodes) per PCR sobre plasmid que contenia el fragment total de 426bp de Gtgsk-3. El
fragment resultant es va subclonar en un altre vector pBluescript. Posteriorment es
prossegui a la linearitzaci6 amb EcoRI i BamHI del lloc de multiple clonatge
respectivament per les posteriors retrotranscripcions amb les RNA polimerases T3 1 T7 i

es sintetitza la cadena de dsRNA segons el procediment establert.

1Kb ssT3 ssT7 ds

Figura 35. Gel
d'agarosa per testar
les cadenes de RNA
simple i la doble
cadena de RNA
respectiva del gen
Gtgsk-3
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Com veurem més endavant, vam aconseguir veure per RT-PCR la disminucié
dels nivells de transcrit de Gtgsk-3, havent dut a terme tant el protocol d’injeccid curt
com un de llarg com s’havia fet amb Gtwnz-5 (el dia dO s’havien produit talls pre i post
faringics). En primer lloc, varem fer un seguiment fenotipic de la regeneracié d’aquests
organismes injectats, sempre comparant-los amb els del grup control injectat amb aigua.
Amb organismes injectats 7 cops i amb inducci6 de dos talls vam observar al dia 9 de
regeneracié que 12 de 21 organismes no presentaven o presentaven molt poc blastema
anterior. Quatre dies després, sense ser injectats, el 75% fan un petit blastema amb petits
ulls, és a dir, recuperen un fenotip normal, mentre que el 25% d’ells només recuperen
un blastema sense ulls, al tretze dia de regeneracié (mirar percentatges a la taula 1).

Pel que fa al métode de RNAi per ingesta de les bactéries productores de
dsRNA, es va seguir el mateix procediment utilitzat per Gtwnt-5. Es va aconseguir
introduir l'insert "G230" desitjat al vector L4440 amb els oligonucleotids descrits a
l'apartat 5.2 de Materials 1 M¢todes, i, segons el procediment alli explicat varem
transformar la soca HT115 i varem preparar el menjar artificial. Els organismes van ser
alimentats quatre cops amb intervals de tres dies sense menjar. Posteriorment se'ls talla
el cap i s'observa I'evoluciod de la regeneracid anterior. En un primer experiment (ingesta
A de la taula 1), aproximadament el 62% dels individus presentaven una regeneracio
anormal, tot 1 que d’aquests la majoria varen morir entre el dia 12 1 13d de regeneracio.
El 20% va recuperar el blastema i posteriorment els ulls. En un altra tanda
d’experiments (ingesta B), s’estudia la regeneracié de 18 organismes alimentats de la
mateixa manera que amb I’experiment anterior: vuit dies després del tall, 9 organismes
estaven normals aparentment; dels altres 9, 3 no tenien gens de blastema, 3 el tenien
atrofiat 1 els 3 restants presentaven un blastema sense ulls. Dies més tard (13d de
regeneracid) aquests organismes morien.

Com veiem doncs tant amb un metode com amb 1'altre, i sempre comparant amb
el grup control alimentat amb les bacteries HT115 transformades amb el vector L4440
sol, detectem una alteracié en la regeneracid del blastema anterior, en certs casos
completament inhibida 1 en d'altres donant lloc a un blastema atrofiat. De totes formes,
existeix també una variabilitat palesa, possiblement degut a que el grau d'inhibici6 per
RNAI1 no ¢€s igual per a tots els individus 1 el fenotip resultant per tant tampoc (el terme
“regeneracio alterada" inclou individus sense blastema, amb blastema petit 1 atrofiat o
amb blastema normal pero sense ulls (figura 36). E1 RNAi de Gtgsk-3 provoca fins i tot

en alguns casos la mort dels organismes. La taula 1 il.lustra en percentatges aquests
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resultats, les regeneracions anteriors normals i les alterades obtingudes amb

I’experiment d’injeccid, juntament amb els obtinguts amb els dos experiments d’ingesta

(ingesta A, ingesta B), juntament amb ’evoluci6 dels fenotips en el temps. Es important

remarcar que en cap cas, ni amb la injeccié ni amb la ingesta, el blastema posterior va

resultar alterat.

Regeneracié normal

Regeneracio alterada 9d reg.

Fenotip al 13d reg.

Injeccio 42% 57% (fenotips varis) —— | 75% recup/25% no recup.
Ingesta A 38% 62% (fenotips varis) —» | 80% RIP/20% recup.
Ingesta B 50% 50% (fenotips varis) — | 100% RIP

Taula 1. Percentatges de fenotip normal o alterat de regeneracio anterior obtinguts amb els diferents
experiments de RNAI i evolucid en el temps dels fenotips de regeneracio alterada
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Figura 36. (A) Una planaria
control de 8d regeneracid amb
blastema i ulls nous. La resta
d’imatges (B,C i D) corresponen
als  diferents  fenotips  de
“regeneracio anterior alterada”
observats durant els experiments
d’injeccid i ingesta de
dsRNAGtgsk-3. (B) Una planaria
de 8d regeneraci6 amb un
blastema petit sense ulls; (C) Una
planaria de 8d de regeneracié amb
un blastema molt petit, atrofiat i
sense ulls. (D) Una planaria sense
blastema.

(E 1 F) Analisi de la regeneracio
posterior; (E) Tronc regenerant la
cua d’un organisme control de 8d
de regeneracio i (F) Tronc d’un
organisme regenerant de 8d de
regeneracio injectat amb
dsRNAGtgsk-3 amb regeneracio
anterior afectada perd regeneracid
posterior normal.
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Seguint les condicions descrites a l'apartat 5.3 de Materials i Métodes, es van
realitzar RT-PCRs, tant per quan haviem dut a terme el metode d'injeccid com quan
haviem dut a terme el d'ingestio. Per qualsevol dels casos es mostra la PCR control pel
gen d'expressio ubiqua GtDth2 (condicions especificades també a l'apartat 5.3 de
Materials i Métodes) (figura 37, A).

Els cDNAs utilitzats per la RT-PCR de la fotografia que mostrem a continuacio
corresponen a un individu control injectat amb H,O “¢”, 1 a un individu injectat amb
dsRNAGSK-3:"i", segons una tanda d'injeccions estandar. Tots ells son individus de 4

(1354
1

dies de regeneracid. Observo que GSK-3 esta inhibit practicament del tot a (figura
37, B) després de 40 cicles de PCR en aquest cas concret. El primer carril és el

marcador 1Kb de pes molecular.

1Kb ¢ L Figura 37. El gel A

mostra la RT-PCR
control per GtDth2
sent “c” un cDNA
injectat amb H,0 i

' = “” un cDNA
injectat amb

> i dsRNAGSK-3. El
— gel B és la
— respectiva RT-PCR

4|

-

de 40 cicles de
Gtgsk-3, amb els

—
r——
‘ mateixos cDNAs
B

A
Gtdth2 Gtgsk-3
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2.2.2 Tractament amb inhibidors de la GSK-3. Descripcio dels fenotips obtinguts

Molts estudis del desenvolupament s’han basat en cercar drogues que tinguin
efectes més o menys drastics en certs processos. Avui dia no hi ha dubte de 1’efecte que
per exemple té el LiCl en el desenvolupament. El LiCl és una de les drogues més
efectives pel tractament dels transtorns bipolars i també té efectes dramatics a la
morfogeénesi en el desenvolupament de molts organismes. A Klein i Melton, 1996,
s’il.lustra la hipotesi de que possiblement la diana endogena del liti sigui la GSK-3, ja
que el tractament amb liti fenocopia la perdua de funcido de GSK-3-B a Xenopus 1
Dictyostelium. Tot cercant sistemes per inhibir aquesta quinasa a la planaria ens vam
disposar a provar el liti. Es van fer immersions amb animals intactes i que havien de
regenerar el cap, perd malhauradament morien amb 0.3M i 0.03M de liti dissolt en

aigua de planaries.

Pero la GSK-3 té altres funcions a més de la de participar a la via Wnt, i el LiCl
no ¢s massa especific (Cohen i Goedert, 2004). Per una altra banda, les paulones
constitueixen una nova familia de benzazepinones molt prometedores, sembla ser com a
compostos amb propietats antitumorals. Sén potents inhibidores del cicle cel.lular,
regulant quinases depenents de ciclines (cyclin-dependent kinases, CDKs) 1 competint
per ATP. Leost et al., 2000 demostren que aixi mateix son potents inhibidores de la
GSK-3-B 1 de la CDK5/p25 neuronal, tots dos enzims responsables de la major part de
la hiperfosforilacié de la proteina Tau d'uni6o als microtibuls. Diferents referéncies
bibliografiques i comunicacions personals ens indicaren que possiblement una de les
paulones, en concret I’anomenada alsterpaulona, fos for¢ca més especifica que el liti i
ens disposarem a utilitzar-la per detectar possibles alteracions fenotipiques en animals
intactes 1 especialment durant el procés de regeneracid, tot procurant cercar eines per
demostrar que dits efectes eren conseqiiencia de que la quinasa GSK-3 no estava
funcionant, 1 poder aixi establir I’associacio entre la manca d’activitat de la GSK-3 1 els
possibles efectes fenotipics. Actualment estem duent a terme experiments similars amb
el compost SB-415286 (3-[(3-Chloro-4-hydroxyphenyl)amino]-4-(2-nitrophenyl)-1H-
pyrrole-2,5-dione), de Tocris, un altre potent i selectiu inhibidor de la GSK-3, que
estimula la sintesi de glicogen, la transcripcié genica i €s neuroprotector (Coghlan et al.,

2000; Cross et al., 2001; Culbert ef al., 2001).
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Pel que fa a l'alsterpaulona (Alp) varem treballar dil.luint la droga en aigua de
planaries (mirar apartat 1.1 de Materials i Métodes). Els organismes es submergien en
aquesta soluci6. Paral.lelament sempre varem fer un grup control només amb DMSO
(organismes submergits en DMSO 1:1000 en aigua de planaries) per descartar que
aquesta substancia, en la que haviem dil.luit també la droga, pogués tenir de per si
efectes de toxicitat (la concentracié inicial d’Alp a la que vam treballar, SuM, va ser a
partir de la informaci6 obtinguda de grups treballant amb cnidaris)

Els factors a considerar al llarg de I’experiment varen ser:

-concentraci6 de la droga: SuM (A), 10uM (B) i 0,5uM(C)

-temps de tractament amb la droga respecte la inducci6 del tall: comengant a
tractar abans del tall (pre-tractament)i/o tractament després del tall (post-tractament)

-forma d’incubacié amb la droga: continua o polsos de 4-6h cada dia.

Les observacions a realitzar eren: les morfologiques tant a simple vista com
amb anticossos contra marcadors neurals com la FMRF-amida (per detectar possibles
canvis en ’organitzacid 1 estructura del SNC); les RT-PCRs de gens diana de la via
Wnt canodnica com engrailed, que haurien d’estar activats, ja que la inhibicié de la
GSK-3 mimetitza una super-activacié de la via Wnt canodnica.; i el comptatge de
mitosis, prévia incubacid amb colchicina, per tal de constatar si la inactivacid de la

GSK-3 produia alteracions en la proliferaci6 cel.lular.

Aixi doncs:

1-Quan el tractament es realitzava en forma de post i pre-tractament amb la
concentracido A i amb incubacié continua (figura 38), obteniem en un 90% dels casos,
un “fenotip fort”, consistent en abscéncia de blastema tant anterior com posterior,
mentre que en un 10% dels casos s’obtenia un fenotip intermedi de “cap sense
blastema”, que, com el seu nom indica, implica la formacié de regidé cefalica al teixit
antic, sense que 1’animal hagi format cap blastema regeneratiu; el blastema posterior es
formava normalment. La diferéncia entre el grup control, amb un blastema diferenciat
on hi trobem els ulls, i el grup tractat és evident. Els individus control, grup tractat amb
DMSO, presenten, al vuite¢ dia de regeneracid, un patrdé de regeneracid anterior
perfectament normal, amb la mida de blastema i la formaci6 dels ulls corresponent al
dia de regeneracid que pertoca a una temperatura de 19°C. En aquests individus control

el blastema és facilment distingible de la resta de teixit, el teixit antic, ja que encara no
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presenta pigmentaci6 (figura 39). Per contra, els individus tractats que han desenvolupat
el fenotip de “cap sense blastema” no han fet blastema, no veiem cap mena de teixit
despigmentat; la regid anterior presenta una morfologia que recorda a la d’un cap
menut, sense auricules, perd amb uns ulls petits (figura 40). Si la incubaci6 era en forma
de polsos s’obtenia amb un 20% el “fenotip fort” mentre que la resta d’organismes

regeneraven normal:

5uM ALP
Figura 38.
Esquema
il.lustrant
m experiment on
m @ @ @ 90% en el 90% dels
f i f casos obteniem
' = - P enotip fort 1 “fenotip fort”
-2d -1d od 1d 2d
10%
- - fenotip de
“cap sense
blastema ”

Figura 39. Individus control tractats Figura 40. Individus tractats amb Alp. C: de 8d

amb DMSO. A: de 8d regeneracio i regeneracidé; D: de 15d regeneracid; E: cap

B: de 15d regeneracio. Esc.barres regenerant cua de forma normal. Les fletxes

0,5mm assenyalen els nous ulls formats al teixit antic.
Fenotip de “cap sense blastema”. Esc.barres
0,5mm
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2-Quan el tractament es realitzava en forma de pre-tractament i post-tractament (tan

curt -fins 0d o fins 1d- com llarg), amb la concentracié B i amb incubacio tant continua

com en forma de polsos (figura 41), obteniem en un 100% dels casos, el “fenotip fort”

(figura 43). Aquests organismes, en abséncia ja de la droga, no van recuperar mai el

fenotip normal (no van regenerar el blastema posterior ni 1’anterior) en 20 dies, temps

després del qual van morir:

10puM ALP

.
-2d -1d od

Figura 41.

——— Esquema
il.lustrant

I’experiment

100% fenotip RIP on en el

fort 100% dels
casos
obteniem el

“fenotip
=) - ol fort”

1d = = 14d

Figura 42. Individus control de 8d
regeneracio tractats amb DMSO. A: tronc
regenerant anterior; B: cap regenerant cua.
Encerclats, els blastemes regeneratius.
Esc.barres 0,5mm
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‘c.o

Figura 43. Individus de 8d regeneracié amb
tractament continuat d’Alp 10uM. C: tronc
regenerant anterior ; D: cap regenerant cua.
Fenotip fort. Esc.barres 0,5mm
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3-Quan el tractament es realitzava en forma de pre-tractament perd sense post-
tractament (figura 44), amb la concentracié B i amb incubacié continua, el fenotip
majoritari observat era el de “cap sense blastema” (figura 45, C), tot i reprendre's el
tractament en dies més avangats de regeneracid (d4); amb un 10% s'observa també un
altre tipus de fenotip intermedi: individus amb blastema anterior i posterior perd sense
ulls (figura 45, B) mentre que la resta (aproximadament un 30%) presentaven un fenotip

normal (figura 45, A).

Figura 44. Esquema il.lustrant I’experiment on obteniem un 60% d’organismes amb “cap
sense blastema”, un 10% d’individus amb blastemes pero sense ulls i la resta d’organismes
amb regeneracié normal

ALP 10pM ALP 10pM

E—)> I
o) 60%

“fenotip de
“cap sense
blastema ”
' 60%

-2d -1d d0 = — d4 = == d10

10%
30% fenotip
fenotip amb
normal blastemes

pero sense
ulls

30%

Figura 45. Imatges dels diferents blastemes que resulten de 1’experiment il.lustrat a la
figura 44. A: blastema normal amb ulls, B:blastema sense ulls, C: fenotip de “cap
sense blastema”. Encerclats, els blastemes regeneratius. Fletxes assenyalant els nous
ulls. Esc.barres 0,5mm
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4-Quan el tractament es realitzava en forma de post-tractament a partir de les
12h després de la inducci6 del tall, sense haver-se realitzat pre-tractament, els individus

regeneraven de forma normal (figura 46 A 1 B):

10uM Alp a
partir 12h
del tall A

——

ﬁ
\J 100%
-2d -1d od

fenotip
normal

Figura 46. A: Esquema il.lustrant
I’experiment on obteniem un 100%
d’organismes amb regeneracié normal,
quan el tractament es realitzava a partir
de 12h després del tall. B:exemple d’un
organisme de fenotip normal, amb els
blastemes regeneratius  anteriors i
posteriors. Esc.barres 0°5mm
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5-Quan la concentraci6 utilitzada era la C (0’5uM), fos quina fos la combinaci6
de tractament, no observarem alteracié fenotipica de cap tipus, tots els individus

regeneraven normal (figura 47).

Figura 47. Els grups tractats amb
la concentraci6 C (0°5uM) i els
tractats amb DMSO mostren un
estat normal de regeneracié a 8d
regeneracid. A: tronc regenerant
anteriorment i posteriorment. B:
organisme regenerant
longitudinalment. C: cap
regenerant cua. Encerclats, els
blastemes regeneratius. Esc.barres
0’5mm
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6- El tractament en individus intactes no donava lloc a cap fenotip (figura 48).

Les possibles raons seran discutides més endavant.

Figura 48. Organismes
intactes abans (A) i després
(B) del tractament.
Aparentment no hi ha
alteracié fenotipica. Esc
barres 0,5mm
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7-Si es realitza un segon tall en un organisme que no ha regenerat el cap degut al
tractament amb Alp, es recupera la capacitat regenerativa si aquesta segona regeneracio

té lloc en un medi control sense droga ( figura 49, A, B, C):

10uM ALP
recuperacio

100% fenotip fenotip
fort normal

. . 0 =0 fo--- @

' 2n tall
0d — — — 14d 0Od — — — 7d
A

Figura 49. (A): Esquema
il.lustrant ~ P’experiment on
obteniem un 100%
d’organismes amb fenotip fort
(B), perd0 amb  posterior
recuperacié d’una regeneracid
normal (C), després d’un segon
tall en medi sense Alp.
Esc.barres 0’5mm
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Per tant, segons els nostres resultats, semblava que la GSK-3 havia d’estar activa
a la fase inicial de la regeneracid per permetre’n aquesta. En concret, necessariament
activa en les primeres 12 hores de regeneracid, temps que coincideix amb l'interval en
que es determina el cap a 1’esbo¢ de blastema+postblastema anterior a planaria (Salo,
1984).

Per una altra banda I’aparicid del fenotip intermedi de “cap sense blastema”
suggeria que la GSK-3 podria estar controlant dos fenomens independents: la formacid
de blastema anterior i la morfogénesi de cap. Hi hauria doncs una fase Wnt-depenent
(control de tipus inhibitori) pel que fa a la formacié de blastema i una fase Wnt-
depenent en estadis una mica més avancats de la regeneracid pel que fa a la

determinacio del cap.

2.2.3 Analisi de resultats amb immunodeteccions contra el marcador neural
FMRF-amida

Vam voler comprovar si les alteracions fenotipiques observades a simple vista es
traduien en una desorganitzacid o malformaciéo del SNC i per aix0 vam realitzar
immunotincions contra la FMRF-amida amb individus dels diferents fenotips observats,
que tornem a mostrar a la figura 50. Aquesta figura €s un recull d’alguns dels diferents
fenotips obtinguts al llarg dels diversos experiments. Es tracta d’organismes de 8d de
regeneracid: amb fenotip de regeneracid normal (A); amb fenotip intermedi amb
blastema perd amb abscéncia d’ulls (B); i amb fenotip intermedi de “cap sense blastema
(CiDiD).

Segons van revelar les immunotincions contra la FMRF-amida, els organismes
de fenotip “cap sense blastema” mostren un SNC completament regenerat, perd
comprimit (figura 52) en relacid als regenerants controls (figura 51). La regié de
connexio anterior entre els dos ganglis cefalics (molt més curts que els dels controls) és
molt més ampla que la dels individus control. Si observem també les imatges del planol
on apareixen els ulls veiem que mostren una morfologia similar en els dos grups. Val a
dir que les imatges de les immunotincions corresponen a individus de 14d de

regeneracid 1 que, per tant, I’organisme tractat amb Alp havia desenvolupat ja un cap de
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morfologia similar al control a simple vista. Les immunotincions realitzades amb
organismes de 8d regeneracid revelarien en canvi un cervell format perd encara molt

més comprimit 1 un retardatament en la regeneracidé completa.

Bl TRACTAT
B

TRACTAT g
D,
D

Figura 50. Recull d’alguns dels diferents fenotips obtinguts al llarg dels diversos experiments. Soén
organismes de 8d de regeneracid. (A) fenotip de regeneracié normal; (B) fenotip intermedi amb
blastema perod amb abscéncia d’ulls; (C i D) fenotip intermedi de “cap sense blastema; (D) detall de
D.
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CONTROL

TRACTAT

Figura S5I1.

microscopia

d'organisme control de 14
dies de regeneracio a 19° de

fenotip normal

Immunotincid
contra el péptid FMRF-
amida. Séries d’imatges de
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Figura 52. Immunotincid
contra el peptid FMRF-amida.
Séries d’imatges de
microscopia confocal
d'organisme tractat amb Alp de
14 dies de regeneracié a 19°, de
fenotip “cap sense blastema"
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2.2.4  Analisi mitotic amb tractament amb colchicina i tincio amb orceina

acetica

Com hem vist, la inhibici6é de la quinasa GtGSK-3 ha donat lloc a un fenotip
sense regeneracio anterior, 1 sense regeneracid posterior en alguns casos. En altres
ocasions ha provocat un fenotip amb abscéncia de blastema anterior tot i produir-se la
regneracid del cap al postblastema. No sabem si aix0 és degut a que els neoblasts
(Gniques cel.lules proliferatives de la planaria) no es divideixen o a que no poden migrar
cap al lloc de la ferida. Amb aquest experiment voliem detectar les cel.lules mitotiques,
1 poder comparar possibles canvis en el nombre de cel.lules en divisio en els individus
controls respecte els individus on s'ha inhibit la GtGSK-3. La colchicina és un agent
antimitotic classic que actua inhibint el fus mitotic 1 aturant per tant totes aquelles
cel.lules que entren en proliferacio a la metafase. El tractament a realitzar amb
I’alsterpaulona el vam fer sota unes condicions que afavorien ’aparicid del fenotip
intermedi “cap sense blastema” (pre-tractament fins el dia 0) en un dels grups, fenotip
que presentava un blastema posterior de regeneracidé normal, mentre que per contra no
es formava un blastema anterior regeneratiu. El segon grup tractat amb la droga va rebre
un pre- i post-tractament, condicions que afavorien 1’aparicido de 1’anomenat “fenotip
fort”, sense blastemes anterior ni posterior.

Varem treballar també amb un grup control de planaries de 2°5d de regeneracid
a 19°C (en individus de 3d regeneracid a 17°C, se sap que hi ha un pic mitdtic important
(Salé i Baguiia, 1984 a i b)), i amb els dos grups d’individus tractats amb alsterpaulona.
Els talls s’havien realitzat a nivell pre 1 post-faringic. Els animals es submergiren en
aigua de planaria amb 0.05% de colchicina (Sigma, n° cataleg C9754) a 19° (mirar
apartat 7.1 de Materials i M¢étodes). Es realitzaren estudis control previs d'incubacio
amb colchicina de 6, 12 i 24 hores, optant finalment per les 24 hores.Després doncs de
la incubaciéo amb colchicina durant 24 hores, les mitosis van ser observades amb el
procediment Gomori, lleugerament modificat, com s'indica a I'apartat 7.2 de Materials i
Metodes. Ens centrarem en els post-blastemes de les cues regenerant cap i dels caps
regenerant cua, deixant els troncs sense tincid, per observar-ne la regeneracio.

El primer grup tractat amb alsterpaulona va rebre la droga durant els dies
-2d 1 -1d i fins el dia O (grup “pre-*), en que van ser tallats pre- i post-faringeament. El

segon grup tractat amb Alp va rebre a més a més un post-tractament de dos dies (grup
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“pre- i post-“). La concentracié de la droga era de 10uM. Com hem avangat, tots tres
grups es van incubar amb 0,05% de colchicina 24 hores a partir del dia 2’5 de
regeneracio.

Les mitosis observades van incloure principalment metafases a més d'alguna
anafase i telofase. El comptatge es va fer amb doble cec: les diferents mostres varen ser
comptades per dues persones diferents i que no coneixien el tractament rebut pels
organismes. El total de mostres observades (caps o cues regenerants) va ser de 26, entre
controls 1 tractats. Els resultats obtinguts revelen una diferéncia evident en el nombre de
mitosis del grup control respecte els grups tractats amb alsterpaulona. Pel que fa a la
comparacid entre regeneracid anterior (cues regenerant cap) 1 regeneracid posterior
(caps regenerant cues): I’afectacio en la regeneracid anterior €s molt més important que
en la regeneracio posterior en el grup “pre-*“. En canvi en el grup “pre- i post-“ hi ha una

reduccid drastica de les mitosis en tots dos blastemes.

Grup “pre-*“ Grup “pre- i post”
CONTROL ALP 10pM ALP 10pM
Reg.anterior 130,75 +45,98 34,40+15,53
Reg.posterior | 123,30+43,36 | 121,94+41,25

Taula 2. Promitjos de les mitosis observades per grup i en tots dos blastemes (anterior i

posterior) després del tractament amb colchicina
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2.2.5 Discussio sobre el paper de la GSK-3 en la diversitat dels fenotips

obtinguts

Hi ha diferents metodes per activar i1 detectar la senyalitzaci6 Wnt. El primer
metode seria afegir proteina Wnt, ja sigui en forma purificada (existeix un protocol per
la purificacié de proteines Wnt (Karl Willert: Protocol for the Purification of Wnt
Proteins, pagina Web dels Wnts) o com a medi condicionat. Existeixen diversos
"reporter transgenes" que responen a senyals Wnt en animals intactes i que per tant
reflecteixen la senyalitzaci6 Wnt endogena. Aquests reporters es basen en un lloc
multiméric d’unid6 per TCF. S’han descrit diferents linies transgeéniques, a ratoli
(Maretto et al., 2003) 1 a peix zebra (Dorsky et al., 2002; Hurlstone et al., 2003).

Ara bé, si en un moment donat nosaltres volguéssim activar la senyalitzacio Wnt
en un sistema, hem de tenir en compte que la resposta a un determinat Wnt dependra
dels receptors expressats en aquell moment a la superficie cel.lular. A més cal
considerar també que la majoria dels gens diana de la via Wnt sén especifics de tipus
cel.lular 1 només activats a determinats teixits. Se sap que l'activacié de la via es
tradueix, en la majoria de les cel.lules, en un increment dels nivells de B-catenina (la
deteccio es pot fer amb anticossos), també un increment en 'expressié de I'Axina2 (gen
que es troba sota el control de la senyalitzaci6 Wnt a molts teixits, es pot considerar una
diana universal de Wnt), aixi com en una fosforilacié de Dishevelled i de la cua del
receptor LRP (Tamai ef al., 2004). El bloqueig d'alguns reguladors negatius de la via
com |'Axina, I'APC o la GSK-3, aixi com la utilitzacié del RNAi pels mateixos efectes,
també activen la via. S’ha utilitzat amb eéxit RNAi contra LRP/Arrow i contra
Dishevelled, donant resultats exitosos per cel.lules S2 de Drosophila (Matsubayashi et
al., 2004; Cong et al., 2004) pero també en cel.lules de mamifer (Lu ef al., 2004).

En aquest treball, nosaltres hem optat per intentar induir una activacid de la via
de senyalitzacio6 Wnt bloquejant la quinasa GSK-3. De fet, diferents estudis mostren
com inhibir la GSK-3, el regulador negatiu clau de la via Wnt, suposa mimetitzar una
superactivacid de la via Wnt. A la literatura es troben descrits diferents fenotips
resultants d’aquesta inhibicid que descrivim a continuaci6: a nivell fenotipic 1 en el cas
de Xenopus té lloc una duplicaci6 axial (de la mateixa forma que quan se
sobreexpressen alguns dels Wnts, si recordem 1’apartat 1.2.4 de la Introduccio) i una
afectacio dels destins D/V. Al peix zebra es produeix un fenotip sense ulls, I’anomenat

mutant masterblind (mbl): la inhibicio de la quinasa ja fos amb una sobreexpressié del
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dominant negatiu dnGSK-3 o amb tractament amb liti fenocopiava el mutant mb/, amb
reduccio o absceéncia de telencefal, vesicules oOptiques i1 placodes olfactoris. La
sobreexpressio de 1’axina axinl (també la sobreexpressio de GSK-3f) rescatava
completament mbl demostrant que era aquest gen mutat el responsable del fenotip
mutant. Diferents autors (van de Water ef al., 2001) proposen per tant que la funcid de
la proteina Axinl/Mbl és antagonitzar la via Wnt i establir i mantenir el SNC més
anterior. De fet, el tractament d’embrions de Xenopus 1 peix zebra amb liti després de la
fase de MBT (mid blastula transition) produia una posterioritzacio del SNC, de forma
molt similar a la que s’indueix amb 1’expressio ectopica de Wnts (Fredieu et al., 1997,
Kelly et al., 1995). L’estudi d’un altre mutant de peix zebra, el mutant keadless (Kim et
al., 2000) demostra com en aquest organisme l'activacid ectopica de la via Wnt bloqueja
la formacido del cap, mentre que els antagonistes de Wnt sén inductors de cap
(Iexpressid ectopica d’antagonistes de Wnt, com Cerberus o Dikkopfl reduia el fenotip
hdl). En aquest cas no es tracta de mutacions o inhibicio de l'activitat de GSK-3 la que
pot alterar la correcta formaci6 del cap 1 del SNC, sin6 que demostren que la funcid
d'altres elements de la via com l'activitat repressora de Headless/Tcf3 és també
essencial per la correcta formacié del cap. Mutacions en aquest factor de transcripcio
son les que donen lloc al nom del mutant keadless que es caracteritza per una perdua
completa dels ulls, cervell anterior i part del cervell mig. El fenotip esta associat a la
perdua d'un mecanisme que €s essencial pel bloqueig i no 1'activacio de la senyalitzacid
Whnt. La repressio basal de gens diana de la via per part de Tcf3 durant la gastrulacio
inicial del peix zebra sembla essencial per permetre la repressié del gens implicats en la
formacio del MHB (mid hindbrain boundary) 1 en canvi permetre l'activacio de
l'expressio dels gens responsables per la correcta formacio del cervell anterior, els ulls i
el cervell mig. Sembla doncs que en aquestes fases la via Wnt ha d’estar bloquejada per
permetre el correcte inici de la formacid del cap al peix zebra.

Com s'ha detallat al subapartat 2.2.2 de la discussid, varem emprar una droga
especifica per inhibir la quinasa GSK-3, de forma semblant al tractament utilitzat en un
altre treball (Miiller et al., 2004) amb I'hidrozou Hydractinia. En aquest 1 altres estudis
s'assumeix que la formacid axial i el valor posicional es troben sota control de la via
Wnt (Hobmayer et al., 2000; Bode, 2003) 1, per tant, és for¢a temptador suposar que les
accions observades de l'alsterpaulona son degudes a la seva capacitat per inhibir la
GSK-3. L'alsterpaulona portaria a una activacid dels gens diana del complex -

catenina/TCF, ja que, com sabem, la inhibicid del regulador negatiu de la via, la GSK-3,
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produeix una acumulaci6 citossolica de la B-catenina, que es translocaria al nucli i que,
acomplexada amb els factors Tcf/Lef, activaria la transcripcié de gens diana, és a dir, es
mimetitza una superactivacié de la via Wnt. Fenotipicament, amb el tractament amb
I’alsterpaulona els autors observen la induccié de la gemmacio i la formacié ectopica de
caps al llarg de la regid gastrica. Se sap que a Hydra, la gemmacio i la formacio d’eixos
emergents d’agregats va precedida de 1’establiment de centres organitzadors del cap on
Wnt i altres elements downstream de la via canonica s’expressen (Hobmayer et al.,
2000). A Hydractinia sembla ser que ’estimulacié d’esdeveniments downstream de la
cascada per la droga resulta en I’establiment d’arees expressant Wnt, és a dir nous punts
d’inici de la via al llarg de la columna dels polips. En conclusié proposen la possible
existéncia d’un “feed-back loop” positiu, ja que 1’activacié de gens sota el control del
complexe (-catenina/TCF portaria a una nova produccié i secrecio de lligand Wnt, com
s’il.lustra a la figura extreta del mateix article on també s’inclou la possible funcid

d’activadors de la quinasa PKC en el model (Holstein ez al., 2003) (figura 54).

———————— HyWnt «———

* Figura 54. Model del putativ feedkback
loop positiu a Hydra en la senyalitzacié Wnt.
Evidéncies anteriors i comparacions amb

HyB3-Cat + vertebrats donen suport a la idea de que
existeix una autoactivacio de la via Wnt i un
feedback entre HyWnt 1 el factor de

HyTcf transcripcio  HyBral implicats  en
I’establiment i manteniment de la cascada de
l senyalitzacio6 de HyWnt (Holstein er al.,
2003)
HyBra1

Aquest establiment d’un “feed-back loop” positiu de Wnt també s’ha observat
en el procés d’especificacié de I’endomesoderm a I’embrié d’eri¢d de mar (Davidson i
Levine, 2003). Cada vegada hi ha més estudis que demostren que la senyalitzacio Wnt
pot promoure 1'expressido de molts components de la cascada (TCF-1, LEF-1, diversos
receptors Fz, entre d'altres), indicant que el control per feedback és un esdeveniment
clau en la regulacid6 de la via Wnt. De fet, també a Drosophila s’ha demostrat
l'existeéncia d'un lloc d'unié funcional per TCF al promotor de Wg (Van de Wetering et
al, 1997; Lessing 1 Nusse, 1998). Tornant al cas dels cnidaris, el que sembla que queda

forga clar és que la B-catenina i Tcf localitzats al llarg de la columna del cos dels polips
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aporten valors posicionals necessaris pel re-establiment d’una font nova de molecules
Wnt. Aquests efectes es produien sempre 1 quan la dosi de droga i el temps d’incubacid
fossin els Optims, perque una dosi superior semblava que suprimia la capacitat d’establir
nous centres organitzadors 1 observaven una regressid dels caps, 1 els estolons no podien
produir nous polips. A més, com hem esmentat al subapartat 2.2.2 ’alsterpaulona també
¢s una potent inhibidora de moltes quinases depenents de ciclines (Schultz ez al., 1999;
Leost ef al., 2000) 1 per aix0 alguns efectes observats podrien ser deguts al bloqueig del
cicle cel.lular de cel.lules soca i altres cel.lules derivades que s’estessin dividint.

Per altra banda, hem de fer altres consideracions en relacio al tractament amb
l'alsterpaulona. Hi ha diversos aspectes a tenir en compte. En primer lloc, hi ha
evidencies clares que a Dictyostelium 1 a C.elegans la fosforilacié de la B-catenina per
part de la GSK-3 l'activa enlloc de dirigir-la cap el procés de destruccio. Per
comunicacio personal sabem que a Dictyostelium poden existir més d'una 3 -catenina. I,
curiosament, C.elegans en presenta tres, si recordem, que sembla que responen de forma
diferent a la GSK-3; una s'activa, mentre que les altres dues son degradades en resposta
a l'activitat de la quinasa. Es a dir, a 'hora d'interpretar bé els resultats obtinguts amb la
droga, cal tenir en compte: els possibles efectes colaterals pel fet de que la droga pugui
tenir altres dianes; la possibilitat que existeixin a la planaria més d'una -catenina amb
resposta diferent enfront la GSK-3.

Pel que fa al cas que ens ocupa, les immunos contra la FMRFamida
d’organismes del fenotip intermedi “cap sense blastema” ens mostren que tots els
individus tenen efectivament un cervell "comprimit" a la zona del post-blastema;
podriem ser davant d’un cas en que el model epimorfic-morfalactic postulat per Salé i
Baguiia i del que parlavem a la Introducci6é no es compliria totalment. Si recordem, el
model epimorfic-morfalactic exposat a 1'apartat 2.2 de la Introduccio proposa que “una
primera etapa morfalactica en la que s’estableix el patro seqiiencialment en una estreta
banda de teixit precedeix una fase epimorfica on el patrd s’expandeix i finalment es
defineix”. En primer lloc hauriem de dir que la definicié dels termes “epimorfosi” i
“morfalaxi” esta encara sota debat. Una de les hipotesis proposa que “epimorfosi” €s
equivalent a proliferacio. Si fem cas de la definici6 d’aquesta manera, aqui semblaria
que tot el procés regeneratiu que tenen aquests individus tractats amb alsterpaulona és
preferentment morfalactic i no epimorfic: aparentment no hi ha formacié de nou teixit:
no es forma blastema, 1, en canvi, té lloc una remodelacio del teixit antic, que juntament

amb el manteniment d’una activitat mitotica basal permet reconstruir-hi les estructures
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perdudes, en aquest cas el cervell. Ara bé, és possible que es formi cervell sense
proliferaci6 cel.lular? Organismes irradiats amb raigs X (suprimint doncs tota capacitat
proliferativa) 1 seguidament tallats formen un petit blastema transitori, gracies a la
preséncia de neoblasts pre-existents, que arriba a diferenciar-se correctament, abans de
lisar per manca de ce¢l.lules de recanvi (Sald, 1984). Fins el moment, mai s'havia
observat el fet que tant fotoreceptors com cervell es formaven sempre al blastema i
aparentment mai a teixits preexistents, tot suggerint que certs processos cel.lulars
capagos de produir determinats tipus cel.lulars o organs a l'adult requerien
esdeveniments especialitzats d'epimorfosi (Reddien i Sanchez Alvarado, 2004). Si
realment hi ha una reduccié important de l'increment mitotic en el nostre cas, hauriem
trobat una excepcid a aquesta regla amb el fenotip de “cap sense blastema”, que seria
doncs principalment morfalactic, com hem comentat anteriorment. La inactivacio de la
GSK-3 produeix una disminucid drastica de l'increment del nombre de cel.lules
proliferants que detectem a nivell del post-blastema. Els neoblasts han proliferat poc i el
que ha succeit és que no han arribat a la massa critica per migrar i formar el blastema
anterior, perd han sigut suficients per permetre la remodelacié dels cordons nerviosos
antics a ganglis cefalics. Es a dir, en el cas del fenotip “cap sense blastema” és possible
que es produeixi la inhibicid parcial de la proliferacié perd que no afecti a la
determinacid del neoblasts a fer cervell 1 per aixd pot aparé¢ixer un nou cervell dins del
postblastema per re-organitzacid del teixit. En el cas de I’anomenat “fenotip fort” no es
forma ni blastema ni cervell per manca de suficients noves cel.lules per determinar-se
en les estructures perdudes i per inhibicidé de la determinacié de les estructures anteriors

Els experiments amb colchicina sota condicions de tractament amb Alp que
afavorien I’aparicidé d’un fenotip amb regeneracié posterior normal 1 regeneracio
anterior inexistent com el de “cap sense blastema” també confirmen que la reduccio de
les mitosis amb la droga no ¢€s igual al blastema anterior com al posterior. Es demostra
doncs que en els individus de fenotip “cap sense blastema” la inactivacio de la GSK-3
amb I’Alp produeix una disminucié drastica del pic mitotic del post-blastema anterior,
mentre que, la disminucié d’aquestes mitosis a nivell del post-blastema posterior és
molt menys drastica.

També hem constatat que els individus que han estat tractas amb Alp, segons les
condicions que provocaven 1’aparicid d’un “fenotip fort”, i que eren tallats per segon
cop, recuperaven la capacitat regenerativa quan eren retornats a un medi sense droga. La

generacidé d’una nova confrontacié dorso-ventral i I’alliberament del bloqueig sobre la
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GSK-3 permeten que tot estigui a punt per uns index de proliferacio i per les ordres de

determinacio cefalica correctes.

Suposem que a I’alterar GSK-3 estem també alterant selectivament la via Wnt,
aleshores: els nostres resultats suggereixen que per tal que una planaria pugui regenerar
el blastema anterior cal que unes cel.lules mantinguin la GSK-3 ON (via Wnt OFF) just
abans o en el moment de la induccio6 de la ferida (les 12 primeres hores). El fet de tenir
la quinasa activa segurament no és tan necessari en etapes posteriors pel que fa a aquest
procés perque quan la incubaciod €s posterior a la induccio de la regeneracio no té efecte
1 dita regeneracio és normal. O dit d’una altra forma, 1’efecte no és depenent del nombre

de dies que es realitzi sind del moment en que es realitza. Per tant:

-Cal Wnt OFF per formar el cap durant I’inici del procés de la regeneracid

-El temps d’inhibicié de la via Wnt per permetre la formacié del blastema
anterior sembla coincidir amb les 12 primeres hores, igual al temps que s’estima per la
determinacid de cap (Sald, 1984). Com en altres models descrits una mica més amunt la
via Wnt té un paper inhibidor en el procés de la determinaci6 de la regio cefalica durant
les primeres fases de la regeneracio anterior de planaria. Cal la via Wnt OFF o en la
seva activacié minima per la determinacio de les estructures més anteriors.

-Un cop determinat el cap, aquest esdevé GSK-3 /Wnt-independent: organismes
adults no mostren cap efecte a la incubacié amb la droga excepte quan s’indueix la
regeneracio6 del cap.

Separadament al procés de formacio de blastema hem de considerar 1’aparicid
del fenotip “cap o cervell sense blastema”. Hem de tractar els dos processos
independentment perqué¢ hem vist alguns casos en que no es forma blastema pero
tampoc cervell al post-blastema. Sembla que per tal que es pugui formar el cervell cal
que necessariament existeixi una finestra de temps en que certes cel.lules hagin pogut
tenir la quinasa ON, ja que si no s’atura mai el tractament no es forma blastema, pero
tampoc es forma el “cap o cervell sense blastema”.

Es perd dificil acotar I’interval de temps on si que algunes cél.lules necessiten la
GSK-3 ON (via Wnt OFF) per permetre la induccio del nou cervell, encara que sigui en
un teixit antic.

El fenotip de “cap sense blastema” (on no hi ha formacié de blastema anterior,

pero es dona la formaci6 de cervell), s’obté amb una freqiiencia elevada quan s’allibera
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la inhibici6 de la quinasa a partir de 12 hores del dia d0. L’aparici6é d’aquest nou fenotip
posa en evidencia I’existéncia de dos processos que poden deslligar-se 1’un de I’altre;

El primer seria el control de la proliferacié cel.lular dels neoblasts del post-
blastema: els resultats exposats a 1’apartat 2.2.4 indiquen que I’Alp provoca una
inhibici6 del pic mitotic caracteristic del dia 3d de regeneracio, tot i que les mitosis
basals es mantenen. No podem afirmar amb certesa quin és el mecanisme molecular que
provoca aquest resultat; 1’obtencié de fenotips similars d’inhibicid de regeneracio
anterior amb I’RNAI especific de GSK-3 ¢s una prova a favor de que realment el
fenotip és conseqiiencia de bloquejar 1’activitat de la quinasa GSK-3, que al seu torn
podria produir aquest efecte per mig d’altres quinases, ja que uns dels substrats de la
GSK-3, com ja hem comentat, son CDKs (quinases depenents de ciclines, reguladores
de la proliferacié cel.lular). Per una altra banda, I’Alp també té la capacitat d’inhibir
directament, sense fer-ho a través de la GSK-3, quinases reguladores del cicle cel.lular,
pero els resultats obtinguts a ’emprar RNAi de GSK-3 suporten la hipotesi de que
probablement estem bloquejant directament la GSK-3 1 no altres quinases (1’activitat de
les quals si que podria estar alterada posteriorment, com a conseqiiencia). L’altra
quiestio €s, suposant que la GSK-3 esta bloquejada, s’altera selectivament la via Wnt 1
podem doncs dir que €s I’activacid constitutiva de la via Wnt la que impedeix la
sobreproliferacid d’aquests neoblasts i, per tant, la formacio del blastema anterior? La
dada a favor d’aquesta hipotesi €és 1’obtencid d’un fenotip on el blastema posterior es
manté inalterat, regenera normal, mentre 1’anterior no regenera: aquesta diferencialitat
al llarg de I’eix A-P podria estar sota control de la via Wnt.

El segon procés, que si que semblaria estar regit per la via Wnt, afectaria a la
determinacio de la regio cefalica, durant les 0-12h inicials de la regeneracio (fenomen
molt primerenc, dada també recolgada per experiments previs (Salo, 1984) de
transplantaments amb objectius d’inhibir la determinaci6 cefalica. Aquest tindria lloc
immediatament després del primer procés i regularia selectivament la determinacio dels
neoblasts cap a cervell i la posterior induccié d’aquest cap a la resta d’estructures
cefaliques. Com sabem, s’ha descrit aquesta funcid repressora de la senyalitzaci®é Wnt
en la determinacid cefalica en altres models.

Tornant a la qiiestio del blastema posterior, en el fenotip intermedi de “cap sense
blastema” no esta afectat ni pel que fa al creixement (corroborat amb el comptatge de
mitosis) ni en la determinacié ni diferenciacid. Aixo podriem explicar-ho segons dues

possibilitats: A) el blastema posterior creix i es determina més tardanament i en la
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situacio esmentada la droga no altera el mecanisme molecular regulador del cicle
cel.lular 1, B). Seguint els fenotips descrits per models de vertebrats la via Wnt estaria
controlant, per repressio, la determinacié exclussivament del blastema anterior. En
canvi, ’obtencio dels fenotips on la regeneracio6 de tots dos blastemes es veu bloquejada
podrien ser resultat de 1’efecte sobre les quinases reguladores del cicle cel.lular: la
inhibicio de la proliferacié bloquejaria doncs la formaci6 dels blastemes tant anterior
com posterior, per mig d’una via diferent de la de Wnt.

En un individu salvatge per tant cal que a I’inici de la regeneraci6 certes c¢l.lules
tinguin una GSK-3 activa per potser reprimir d’aquesta forma certs substrats o vies
(potser la via Wnt) 1 aixi permetre primer 1’activacié de la proliferacio de qualsevol
blastema. En un altre interval de temps cal que altres cel.lules (potser les mateixes)
tinguin també la quinasa activa (o dit d’una altra forma: un balang correcte de cel.lules
amb la quinasa ON 1 cel.lules amb la quinasa OFF) per induir la formaci6 del cervell.
Aquests resultats recorden als obtinguts a peix zebra amb els mutants masterblind i
headless esmentats anteriorment on es relacionen directament els efectes fenotipics
observats amb una superactivacié de la via Wnt. Aixi doncs, no seria tan agosarat
afirmar que a les planaries el fet d’inhibir la GSK-3 1 produir aquests fenotips també
esta en relacio directa amb que la via Wnt esta sent alterada. Per extensio al que deiem
abans, doncs, 1’equilibri en ’estat ON/OFF de la GSK-3 es tradueix també al mateix
per la via Wnt que aleshores esdevé essencial perque les planaries puguin regenerar el
cap 1 induir la formacié de cervell.

Tot aixd ens porta a suggerir que aleshores potser la via de senyalitzacié Wnt, o
com a minim la GSK-3, es trobarien implicades en el patterning axial A-P a planaria. Si
recapitulem, recordarem que un dels experiments més coneguts amb la via Wnt sén els
de duplicacio axial a Xenopus amb que es va demostrar que alguns Wnt eren capagos de
duplicar I'eix A-P i que diferents elements downstream de la via eren essencials per la
formacié de l'eix primari (Larabell et al., 1997; Molenaar ef al., 1996). A vertebrats la
via Wnt es troba implicada tant al patterning A-P com al D-V, perd sembla que aquest
segon paper dels Wnt seria una innovaci6 dels vertebrats. En canvi, la funcié en el
patterning A-P ja existira a tunicats i a l'amfiox, merces a la preséncia d'un centre
organitzador posterior amb diverses molecules senyalitzadores entre les que s'inclourien
els Wnts (Holland i Holland, 2001). No hi ha dubte tampoc del rol de la via Wnt en
l'especificacid axial a diferents cnidaris (Hobmayer ef al., 2000; Wikramanayake et al.,

2003; Holstein et al., 2003) com ja hem discutit a I’apartat 1.2.7 de la Introducci6, aixi
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com anteriorment en aquest mateix apartat, ni de la funcié a Drosophila de wg i arm
com a gens de polaritat segmental (mutacions al gen arm afecten la part posterior del
segment i produeixen estructures anteriors a aquesta regio).

Els nostres resultats indiquen que probablement la GSK-3 juga un paper en
I’activacio mitotica inicial de la regeneracio, en la formacié de blastema anterior i en la
induccid de cervell, pero, tot i que donem per fet que el fenotip és també resultat de
’alteracié de la via Wnt, no hem d’oblidar la participacié que té la GSK-3 en molts
altres processos. Com hem esmentat, una de les eines per testar si la via Wnt es troba
afectada en els nostres casos particulars son els tests dels gens diana de la via Wnt
canonica, resultats que comentarem a D’apartat 3.2 del Capitol III de Resultats i1
Discussio.

Calia perod comparar els efectes produits pels diferents compostos emprats, I'Alp,
el SB-415286 1 el liti, aixi com els vistos amb dsSRNAGSK-3, ja que si observavem les
mateixes alteracions morfologiques seria un factor a favor a considerar que realment el
que veiem era resultat d'estar inhibint la GSK-3. De moment, el compost SB-415286 a
una concentracio 10uM, 25uM i 50 uM sota les mateixes condicions que les emprades
per I’Alp, no ha provocat cap alteracio durant la regeneracio ni en individus intactes. Pel
que fa als resultats fenotipics observats amb RNAi de GSK-3, tot i que menys drastics,
foren similars als obtinguts amb 1’alsterpaulona (taula 1 de I’apartat 2.2.1); inhibint
doncs I’enzim per RNAi 1 amb la droga alsterpaulona tenim resultats semblants, que
inclouen en tots dos casos variabilitat, com ja sabem. El fenotip intermedi “cap sense
blastema”, pero, sols es va obtenir amb el tractament amb la droga.

Ara bé, en principi, ja que aquesta quinasa no només esta implicada a la via Wnt,
el seu bloqueig podria tenir efectes molt pleiotropics. Per exemple, la bibliografia
esmenta funcions de la GSK-3 en proliferacio, superviveéncia cel.lular 1 apoptosi.
Sembla ser que nivells massa alts o massa baixos de GSK-3 poden produir mort
cel.lular. També s’han trobat casos en que la GSK-3 ¢és necessaria per la correcta
determinacid neural de cel.lules mare. Per tot aixo no seria estrany detectar a planaria un
possible fenotip de manca de proliferacié cel.lular 1 regeneraci6 anterior quan inhibim
per RNA1 o amb la droga Alp la quinasa GSK-3, o, el que és el mateix, quan
mimetitzem una superactivacié de la via Wnt. Es a dir, a la planaria estem observant
fenotipicament un retardament o una impossibilitat total de regenerar la part anterior i,
per tant, cervell i ulls (sobretot amb 1’alsterpaulona que és inhibidor molt especific de la

GSK-3). Ara bé, en primer lloc no podem assegurar que aquests efectes es produeixen
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sota el contexte de la via Wnt o per desregulacié d’altres substrats de la GSK-3
independents de la via. Es a dir, és alhora important i dificil determinar si canvis en
l'activitat d'aquesta quinasa estan sempre lligats a canvis en l'activitat de la B-catenina;
la selectivitat s'aconsegueix segurament en base a les diferents interaccions proteiques
especifiques d'aquesta proteina amb els altres components del complexe destructor de la
via canonica, per exemple. La GSK-3 pot regular selectivament diferents dianes seves
downstream en funcid de la via de senyalitzacid activada, i per aixo pot ser que quan
bloquegem la GSK-3 hi hagi diferents processos i1 vies alterades conseqiientment o
potser també hi ha selectivitat i de vegades que s'alteri un procés no implica
necessariament que se n'alteri un altre. En segon lloc, la B-catenina en si mateixa €s
diana de diferents senyals, per tant potser estaria actuant com integradora de la senyal
Wnt perd tambe d'altres senyals. En tercer lloc, un altre punt no resolt és la possible
existencia de diferents isoformes per la GSK-3 a planaria.

Vam decidir emprar una segona eina: anticossos contra la 3-catenina, per tal de
detectar la translocacié de la proteina cap al nucli quan s’activa la via Wnt canonica.
Suposant que la proteina €s molt conservada en l'evolucid, vam decidir utilitzar
anticossos contra la B-catenina de Xenopus 1 contra ericé de mar cedits pel grup de
Pierre D.McCrea (University of Texas M.D. Anderson Cancer Center, Houston Texas) i
per McClay DR (DCMB Group, Department of Biology, Duke University, Durham,
North Carolina), respectivament. Ara per ara, no hem tingut ¢&xit amb les
immunotincions, ja que possiblement els dos anticossos no reconeixen la -catenina de

G.tigrina.

Com a conclusio final d’aquest apartat 2.2 podriem dir que tot sembla
indicar que I’Alp actua alterant especificament la proteina GSK-3, ja que el seu us
origina fenotips similars als obtinguts amb I’RNAi de GSK-3. Organismes intactes
0 que han rebut un tractament amb Alp que comenca més tard de les 12 hores de
Pinici de la regeneracié no presenten afectacio al manteniment de I’eix A-P ni a la
capacitat de regeneracio inicial.

La inactivacio de la GSK-3 ja sigui per RNAI o per tractament amb drogues

afecta dos processos:
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1-El control de P’activacio de la resposta mitotica a ’inici de la regeneracio,
segurament com a resultat d’alterar quinases relacionades amb ciclines (se sap que
per exemple la GSK-3 fosforila la ciclina CD-1 necessaria per les activitats de les

CDK4 i CDK6)

2-El control de la determinaci6 inicial anterior, durant les 12 primeres
hores de regeneracio, fenomen que s’inhibeix molt probablement quan la via Wnt

esta activa constitutivament (GSK-3 inhibida).

Concloure també amb dos punt més:

-en primer lloc, en alguns fenotips la regeneracio del blastema posterior no
queda afectada sota efecte de la inactivacio de la GSK-3;

-en segon lloc, la inhibicié anterior és irreversible i només es recupera al re-

induir una regeneraci6 anterior en un medi sense droga.
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3. CONSERVACIO I EVOLUCIO DE LES VIES DE SENYALITZACIO A
L'ESCALA FILOGENETICA. VIA WNT A PLANARIA.

3.1 Conservacio i evolucio de les vies de senyalitzacié a ’escala filogenética

La senyalitzaci6 cel.lula-cel.lula és una caracteristica propia de les formes de
vida multicel.lulars, com son els animals, les plantes i els fongs, que van divergir fa uns
1.2 bil.lions d’anys des d’un ancestre comu que descendia d’un llinatge de formes de
vida unicel.lulars. Una de les troballes més importants pel que fa a I'evolucié de les vies
de senyalitzacio €s que van apareixer abans de 'origen dels bilaterals 1 que la duplicacio
genica 1 la subseqiient divergéncia en les seqiiencies proteiques van ser
importantissimes per dita evolucid. Els cnidaris i les esponges contenen també molts
d'aquests sistemes de senyalitzacid (membres de les vies Wnt, TGF-p, Hh, Notch i1
receptors nuclears); per contra, estudis en eucariotes unicel.lulars o plantes no han
proporcionat evidéncies fins el moment de la preséncia de sistemes avancats de
senyalitzacio. Estudis en els coanoflagel.lats, considerats grup germa dels metazous,
identificaren el primer receptor tirosina-quinasa fora dels metazous indicant per tant que

I'evolucié d'algunes molécules senyalitzadores precedi la multicel.lularitat.
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Ara bé, tot i que les vies de senyalitzacié romanen practicament invariables pel
que fa als seus components de transduccid, ha augmentat el nombre de lligands 1
receptors en I’evolucid, i la varietat de dianes de senyalitzacio, aixi com la sofisticacio
de xarxes reguladores 1 circuits. Una de les limitacions en l'estudi de 1'evolucid dels
sistemes de senyalitzaci6 és que encara només disposem d'un nombre baix i dispar de
seqiiencies geniques de la majoria d’organismes de 1’escala filogenética i que moltes
d’elles pertenyen a organismes model, com Drosophila o C.elegans, de vegades molt
divergents. Per aixo la conveniéncia d'estudiar organismes que representin taxes claus
en 'evolucio dels metazous (Pires da-Silva i Sommer 2003). Aquest és un dels objectius
del nostre treball, 1'estudi d'una de les vies de senyalitzacio, la via Wnt, en un filum, els
Platihelmints, considerats fins fa poc el grup germa dels bilaterals i1 que representarien la
transcisio de diblastics a triblastics, amb aparicid de simetria bilateral i cefalitzaci6. De
totes formes, la posicié filogenética acceptada actualment, basada en altres dades, els
considera com un llinatge que apareix aviat dins la linia dels protostoms (Carranza et
al., 1997; Aguinaldo et al., 1997), 1, com deiem ja a la Introduccio, concretament a la
base dels lofotrocozous. Aixd ens permet afegir que precissament el posicionament
filogenétic dels organismes té importants conseqiiéncies en com interpretar
correctament 1'evolucio de les vies de senyalitzacio.

Com es pot veure, és evident que tot i el baix nombre de vies de senyalitzacid
aquestes han de ser prou flexibles per permetre la generacié de noves morfologies. Pero
aleshores, hi ha moltes qiiestions que se’ns plantegen a I’hora de parlar dels sistemes de
senyalitzacio i1 de la seva evolucid: existeix alguna correlacid entre la complexitat de les
vies de senyalitzacié i els patrons corporals? Es a dir, la complexitat d’un organisme pot
ser deduida simplement a partir del nombre de gens i de vies de senyalitzaci6 presents al
seu genoma? Sembla ser que no. En families de proteines com els Wnts, els TGF-fs 1
RTKSs s’ha observat una gran expansié en els vertebrats respecte els invertebrats, per
exemple, a ’huma s’han trobat 29 lligands amb dominis TGF-3, mentre que només se
n’han vist 6 a Drosophila i 4 a C.elegans; pero en altres casos succeeix el contrari: el
genoma de C.elegans codifica per almenys 270 receptors d’hormones nuclears, mentre
que només se n’han trobat 25 a Drosophila 1 59 a humans. Pero a tot aixo cal afegir que
a I’hora de comparar genomes i proteines s’ha de tenir en compte que moltes d’aquestes
contenen dos 0 més dominis que es poden combinar de maneres molt diverses segons la
proteina i I’organisme. I, de fet, molts dels elements dels sistemes de senyalitzacié sén

proteines amb multi-dominis, com receptors transmembrana que presenten dominis
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extracel.lulars d’uni¢ als lligands 1 d’unid a inhibidors especifics i dominis
intracel.lulars implicats en la transduccid de la senyal dins la c¢l.lula (Pires da- Silva 1

Sommer 2003).

Table 1 | Numbers of signalling molecules in selected pathways
Signalling molecules Species
Human Fly Worm Yeast
Ligand
RTK 48 x - 0
TGF-p 28 : 4 e Taula 3. Molécules de
Wit 18 7 S 0 senyalitzacié a diferents
Notch 3 2 2 0 organismes.Tret de Pires da
STAT 7 1 1 0 -Silva i Sommer 2003
Receptor
RTK 24 6 1 0
Wt 12 6 5 0
NHR 59 415 270 1
MNHR, nuclear hormone receplorn; RTK, receplor tyrosine kinase; STAT, signal transducer and
activator of ranscription; TGF-f3, wansforming growth factor-5; Wint, wingless related. The table
contains selected entries from REE 44,

Pel que fa a la via Wnt, com s’ha comentat a la Introduccid, és una de les cinc
vies que predominen al desenvolupament embrionic primerenc, juntament amb les vies
de TGFpB, Hedgehog, RTK i Notch. Les planaries son organismes que podriem
considerar en constant dinamisme com si talment es tractés d’embrions en continu canvi
1 remodelacid del patrd corporal. Aixo es deu a la seva plasticitat i a la seva capacitat de
regeneracid 1 substitucid de les parts perdudes, ja sigui per la propia reproduccioé asexual
per fissio o per amputacio artificial. Sigui com sigui, I’interes recau en determinar si les
vies utilitzades una vegada rera ’altra durant 1'embriogenesi dels diferents organismes
son també les que coordinen la correcta regeneracio durant la vida de les planaries. Es
poden doncs equiparar a aquest nivell d’utilitzacié de vies de senyalitzacid ambdos
processos? Amb el present treball intentem fer una aportacié en aquest sentit, tot
procurant demostrar la implicacid de la via Wnt, o almenys d’algun dels seus elements,
en el procés de regeneracid de les planaries.

Com ja hem comentat breument a la Introduccid, elements de la via Wnt s’han
trobat a organismes primitius duent a terme funcions essencials en el desenvolupament.
Aixi a Dictyostelium ’homoleg de la GSK-3 anomenat Gsk-A controla la diferenciacid
cel.lular (Schilde et al., 2004) i comparteix un 78% d’identitat de seqiieéncia
aminoacidica amb la GSK-3B de mamifers (Harwood et al., 1995). Hobmayer et al.,

2000, descriuen I’aillament i caracteritzacié al cnidari Hydra dels homolegs d’un Wnt,
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Dishevelled, GSK-3, B-catenina i Tcf/Lef. Els autors demostren que existeix una
conservacid estructural, a nivell dels dominis d’interaccid proteina-proteina, aixi com
una conservacié funcional (la sobreexpressid0 de Hyp-cat a blastomers ventrals
d’embrions de Xenopus en estadi de 8 ce¢l.lules produia la formacié d’un eix secundari),
tot indicant que aquesta via de senyalitzacio deu haver aparegut molt aviat en

I’evolucid.

Figura 56. Hyp-Cat -
catenina d’Hydra) indueix un
eix secundari a embrions de

Xenopus (Hobmayer et al,
2000)

Estudis amb un altre cnidari, Nematostella vectensis (Wikramanayake et al.,
2003), corroboren 1’ancestralitat funcional de la B-catenina i de la via Wnt en si, tot
demostrant que la localitzacié nuclear assimétrica de la [B-catenina en embrions
d’aquests organismes ‘“‘pre-bilaterals” és essencial per la determinacié axial 1 per
I’especificacid de I’endoderm. De la mateixa forma que en el cas que ens ocupa, les
planaries, els cnidaris, en contrast amb els metazous més avancats (on la majoria de
mecanismes de formacidé de patrd succeeixen generalment només durant
I’embriogenesi), son organismes que es troben en un estat constant de creixement i
reemplacament tissular. En tots dos tipus d'organismes, els processos que governen el
patterning axial han d'estar continuament activats per mantenir la forma de 1'animal. Els
patrons d’expressio espaials 1 temporals dels diferents components aillats de la via Wnt
a Hydra durant I’establiment de centres organitzadors en la regeneracid del cap o en la
formacié de gemmes suggerien amb for¢ca que aquesta via senyalitzadora no nomeés
estava implicada en la formacid axial a Hydra sind que, a més, deuria constituir un
mecanisme clau per I’evoluciéo de la diferenciacio dels eixos en els organismes
pluricel.lulars. En el cas de cnidaris la seva gran capacitat de regeneracié €és mediada per
ccl.lules soca epitelials 1 es basa en I’establiment d’un centre senyalitzador, un
organitzador que secreta factors de creixement que actuen com a morfogens i que
regulen la formacid axial i la diferenciacido cel.lular, com per exemple els Wnts
(Holstein ez al., 2003). Per aix0 els components d’aquestes vies de senyalitzacio es

troben activats durant la regeneracié de Hydra, per exemple (troben també co-
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localitzacié de les expressions de TCF i de la f-catenina amb els “spots” de senyal de
Wnt als organitzadors). Aquestes molecules identificades en la regeneracio dels cnidaris
actuen aixi mateix durant les etapes inicials de 1’embriogénesi d’animals superiors
també amb la formacid de centres organitzadors que utilitzen els mateixos sets de gens,
com I’organitzador d’Spemann. Segurament dites molécules es trobin al nucli de xarxes
d’interaccions moleculars que sén la base per explicar almenys algun dels mecanismes
que permeten la regeneracid de vertebrats també.

Per aixo ¢és forca temptador pensar que a planaries, organismes d’un dinamisme
semblant als cnidaris, salvant les distancies, €s clar, la via Wnt, entre d'altres, podria ser
funcionalment equiparable en aquest sentit, és a dir, ser també necessaria per
I’especificacid axial en els processos de regeneracid, habituals durant tota la vida
d’aquests organismes. Les planaries poden regenerar com sabem a partir de multiples
trossets amputats del cos i ho fan mantenint la polaritat de 1’eix A-P original. Per aixo
d’aquesta forma a planaries la via Wnt seria un sistema candidat responsable de regular
la formacid dels eixos corporals. El resultat que nosaltres aportem amb aquest treball
que principalment podria corroborar aquesta hipotesi és la tanda d’experiments amb
I’alsterpaulona, la droga inhibidora de la quinasa GSK-3, experiments que s han detallat
en anteriors apartats i que suggereixen que la inhibici6 de la via Wnt podria estar
implicada en permetre la formacio del cap. De fet, aquesta funcid concreta de la via Wnt
ja ha estat descrita a altres organismes, com a Xenopus o al peix zebra (mutants headless
(Kim et al., 2000) 1 masterblind (van de Water et al., 2001) i experiments amb la
mateixa droga han estat realitzats en cnidaris (Miiller et al., 2004) (mirar apartats 2.2.2 i
2.2.5). Per comunicacié personal sabem que una Hydra regenerant tractada amb Alp
presenta un retardament de la regeneracio. El tractament amb Alp en una Hydra intacta
indueix la gemmacid i s’obtenen fenotips amb multiples caps ectopics quan la droga
s’elimina. Aixo0 indica que la superactivacioé de la via Wnt (preséncia de la B-catenina de
forma ubiqua) quan la GSK-3 esta inactivada per la droga no permet la formacio de
nous punts d’inici d’eixos, perd que quan la droga es treu, la geénesi de “pics”
d’expressid de B-catenina a cnidaris, enlloc d’una expressio ubiqua, és el que permet
que es generin els centres organitzadors axials. Es a dir, a cnidaris, la gemmacio i la
formacido del cap son accions precedides sempre per [’establiment de centres
organitzadors on Wnt i altres elements downstream de la via canoOnica s’expressen
(Hobmayer et al., 2000). A planaries intactes durant el tractament amb Alp tampoc no

detectem cap efecte aparent. Al treure-la tampoc creiem que es generin aquells “pics” de
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B-catenina que hem comentat que es necessiten a cnidaris per establir els centres
organitzadors de nous eixos, ja que en principi a planaria 1’inici de la formaci6 d’un nou
cap no necessita de la via Wnt activada. A I’hora de fer comparacions, pero, també hem
de tenir en compte que la regid oral dels cnidaris es considera la part posterior dels

organismes bilaterals.

3.2 Nombre de gens i vies de senyalitzacié6 Wnt a la planaria. Via canonica

o no-canonica? Interaccions entre Gtwnt-5, GSK-3 i engrailed de planaria

Drosophila és un dels primers casos on es va detectar una de les funcions d’un
dels lligands Wnt; ja I’hem comentada a la Introduccié i ens referim al paper de
wingless (wg) com a gen de polaritat segmental. També s’ha esmentat 1’existéncia d’un
loop regulador que wg manté amb engrailed. A Drosophila a nivell de la cuticula
larvaria, s’estableix aquest feedback loop posititiu on en és un gen diana de la via Wnt
canonica on participia GSK-3, activada en aquest cas per Wg, homoleg dels Wnts-1 de
vertebrats (figura 8 de la Introducci6, Carroll et al., 2001).

Ja sabem que quan un regulador negatiu de la via com la GSK-3 es bloqueja, hi
ha una forta activacio dels gens diana com siamois, ubx o engrailed. Per tant, la primera
eina de la que disposem per testar aquesta hipotesi son les RT-PCR de gens diana de la
via. Sempre suposant una conservacié de la via Wnt a planaria, al fer dSSRNAGtGSK-3
0 amb el tractament amb Alp podriem observar tamb¢ una activacié del gen engrailed
de planaria. Un dels objectius generals del nostre treball és intentar averiguar si existeix
com a tal, una via Wnt “canonica” també a planaria. Preguntes que ens fariem tot seguit
serien: hi ha més d’un lligand Wnt i, si és aixi, diferents receptors i1 diferents possibles
vies de senyalitzacid?

Engrailed ha estat clonat també a ’espécie G.tigrina per membres del nostre
grup (Projecte final de carrera de Mette Handberg-Thorsager “Characterization of the
Homeobox Gene engrailed in the planarian Girardia tigrina” de la Universitat de

Copenhague en col.laboracié amb la Universitat de Barcelona) i vam considerar

180



RESULTATS | DISCUSSIO

interessant detectar si els nivells d’aquest gen s’alteraven quan GtWnt-5 disminuia.
D’aquesta forma disposariem d’una evideéncia indirecta de que GtWnt-5 podria estar
utilitzant la via canodnica, sota la qual sempre s’ha descrit engrailed com a gen diana.
Segons aix0, els nivells d’engrailed també es veurien modificats a I’hora de produir
RNAIi de GSK-3, regulador de la via canonica per exceléncia. Per RT-PCR detectem en
el nostre treball una putativa regulacié entre GtWnt-5 i1 Engrailed, segons resultats que
mostrem a continuaci6. També per una altra banda, per RT-PCR també detectem que els
nivells d’engrailed estan incrementats a la planaria quan inhibim GSK-3 per RNA..
Aix0 és una demostracié que recolca la possibilitat de que en aquest cas nostre en que
estem bloquejant la GSK-3, les conseqiiencies es reflexen directament a la via Wnt
(perque engrailed en tot cas descrit fins el moment €s sempre una diana de la via
canonica), i de rebot és una evidéncia de que les planaries amb els fenotips de
regeneracid anterior inhibida tenen la via Wnt alterada. O, dit d’una altra forma, la via
de senyalitzaci6 Wnt a la planaria participa en el procés de regeneracid anterior, i
funciona en l'especificacié axial. Demostrem que quan disminueix el transcrit de Grwnt-
5 hi ha també una reducci6 dels nivells d’engrailed i per tant podem dir que existeix un
loop entre ells; ara bé, perd no podem determinar ara per ara si €s regulacid de forma
directa per la via canonica (com el loop wg/en a Drosophila) o bé es tracta d’un efecte
indirecte. La dada de que quan els nivells de GSK-3 disminueixen, bé per RNAi o amb
el tractament amb Alp, els nivells d’Engrailed incrementen, és un fet més que corrobora
que Engrailed és sota la regulaciéo de GSK-3 a la via Wnt canonica. Com que els nivells
d’engrailed també es veuen afectats amb dsRNAGtWnt-5 tot sembla indicar que
GtWnt-5 estaria emprant la via Wnt canonica.

Les RT-PCRs d’organismes injectats o alimentats amb dsRNAGWnt-5 (“1”
injectat amb dsRNAGtWnt-5, a la figura 57) varen mostrar una reduccio d’engrailed
(mateixos cDNAs anteriors perod fent RT-PCR d’engrailed, segons condicions descrites
a Materials 1 Métodes) Es realitza també com sempre la RT-PCR control del gen Dth2

tot 1 que no es mostren els resultats aqui.
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Figura 57. El gel A mostra el resultat d’'una RT-PCR de 35 cicles de
GtWnt-5, sent “c” un individu injectat amb H,O i “i” un individu
injectat amb dsRNAGtWnt-5. El gel B és la RT-PCR d’engrailed amb
els mateixos cDNAS

Amb els cDNAs on es testava I’expressio de GSK-3, a continuacié testavem
sempre els nivells d’engrailed per RT-PCR. Els individus injectats amb dsRNAGSK-3
presentaven el doble o més de transcrit d’engrailed que els individus control (figura 58).
Cal tenir en compte que el grau d’inhibici6 de GSK-3 que aconseguiem amb les
injeccions de dsRNA podria no ser suficient perqueé proporcionalment detectéssim un
canvi en els nivells d'engrailed. Val a dir que s’observa una variabilitat similar a la
detectada en el fenotips de regenerants anteriors obtinguts amb la droga Alp i amb els
metodes de RNAI.

Segurament, pero, molts contextes no tenen perque complir la lineritat observada
a nivell de la cuticula larvaria de Drosophila pel que fa a la relacio wg/en. En realitat,
les deduccions respecte I’activacid 1 inactivacio de gens diana de les vies de
senyalitzacio poden ser arriscades, perqué en moltes situacions no son cascades linials,

sind xarxes on existeixen molts nivells d’embrancament.
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Figura 58. El gel A
mostra la RT-PCR de
GSK-3 amb cDNAs
control injectats amb
H,0 (“cl i¢2”) i cDNAs
injectat amb RNAi de
GSK-3 (“il”), juntament
amb el marcador 1Kb de
pes molecular. El gel B

500bp mostra la  RT-PCR
d’engrailed amb els
mateixos cDNAs,
250bp juntament amb el
marcador de pes
molecular 50bp.

A: RT-PCR GSK-3 B: RT-PCR-en

Pero suposem que el gen engrailed de G.tigrina es troba sota regulacié de la
GSK-3 i, per tant, sota la regulacié de la via Wnt canonica. Aleshores, Wnt-5 a
planaries esta implicat a la via Wnt canonica enlloc d’una via Wnt no canonica segons
s’ha descrit sempre a la literatura per la subclasse Wnt-5? Aixo ens porta a parlar del
possible nombre de wnts i1 receptors Frizzled que poden tenir aquests organismes: Si
donem una ullada a ’escala filogenética tot fa pensar que als llinatges dels protostomats
podria haver-se donat una pérdua de membres de la familia Wnt i que per tant la
planaria podria tenir un nombre menor tant de Wnts com de Frizzleds i que d’aquests
una parella concreta formada per Wnt-5 i un receptor activaria la via canonica per la
qual esta regulat Engrailed. Pot ser que s'hagi reduit el numero i1 que hi hagi
compartiment de funcions, p.ex. Gtwnt-5 fer un dels rols de wg pel que fa a la regulacid
d'engrailed, quan classicament es considera wg com homolegs dels wn#-1 i no dels wnt-
5. A més, la qiiestio de I’adscripcid dels Wnt-5 a la subclasse de Wnts que utilitzen la
via no candnica roman com a qiiestio oberta, ja que aquest fet només s'ha descrit a
vertebrats. En funcio de la situacio, del receptor, del numero de Wnts, pot ser els Wnt-5
algun cop utilitzin la via canodnica; potser depenent del tipus de receptor Frizzled
disponible a la superficie cel.lular, per exemple.

De fet, aquesta ¢és una de les qliestions que més interés suscita,
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un cop s’ha donat la interaccié lligandX-receptorY, que és el que passa a continuacio?
Es contemplen entre d’altres diferents possibilitats:
1- Cada unié6 Wnt-Frizzled activa la mateixa cascada downstream:
Dsh, GSK-3, B-catenina i proteines HMG box (proteines TCF/LEF)
2- Existeixen diferents cascades de senyalitzacié downstream dels
Frizzleds, perd cada membre de la familia Frizzled pot acoplar-se només a una
d’aquestes vies. Si un Frizzled concret pot unir-se a diferents Wnts, s’activara
sempre la mateixa via per un Frizzled donat independentment de quin sigui el
Whnt.
3- Existeixen diferents cascades de senyalitzacid downstream dels
Frizzleds 1 un determinat Frizzled pot acoplar-se a moltes d’aquestes cascades.
Que se n’activi una o una altra depén de quin Wnt s’ha unit al receptor.
4- Existeixen diferents cascades de senyalitzacid downstream dels
Frizzleds, perd només una pot ser activada pels Wnts, mentre que les altres sén

independents de lligand o bé son activades per lligands diferents dels Wnts.

/ ] Figura 59. Dibuix que

mostra la unio entre els
] Frizzled de Drosophila

_._________:' iels Wnts. Tret de Wu
i Nusse 2002

A l'article Marsal et. al., 2003 describim el clonatge i caracteritzacié de GtWnt-
5, 1 sabem, per comunicacio personal, que Agata et.al han clonat un membre de la
familia diferent en seqiiéncia del clonat pel nostre grup. Quan la base de dades de
Schmidtea Mediterranea, en procés de realitzacio, estigui completa, la cerca de
membres d'aquesta familia, aixi com la dels receptors Frizzled sera més rapida i
agilitzara l'estudi d'aquestes molecules de senyalitzacid, permetent alhora fer hipotesis

evolutives sobre aquestes families i les vies de senyalitzacié que controlen. L’analisi in
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silico de les 107 seqiiéncies accessibles de la base de dades de I’espécie de planaria
Schmidtea mediterranea no ha permeés encara caracteritzar més elements de la via Wnt.
Per acabar, hi ha un factor a tenir en compte, el fet que els patrons d’expressio
de GtWnt-5 i de GtGSK-3 segons els nostres resultats d’hibridacions in situ whole-
mount se solapen en algunes cel.lules del SNC a nivell dels ganglis cefalics (figura 57).
Aix0 podria suggerir que almenys en aquestes c¢l.lules del cervell totes dues proteines
podrien estar participant a la mateixa via Wnt canonica en algunes etapes. Es a dir, en
aquest contexte, GtWnt-5 faria servir la via candnica, tot i que no es descarta que en
altres contextes i en funcié dels receptors disponibles pugui emprar una via diferent.
Teoricament, perd, hem de recordar que els Wnts son proteines de senyalitzacid
secretables 1, per tant, els patrons d’expressié de GtWnt-5 1 GtGSK-3 podrien divergir

una mica ’un de P’altre.

Figura 60. Hibridacions in situ whole-mount sobre organismes intactes. A:
GtWnt-5 1 B:GtGSK-3. En ambdds casos la senyal es detecta en una franja de
cel.lules a la part externa dels ganglis cefalics, ocupant una area més ampla en
el cas de GtWnt-5. Esc.barres 0,5mm

A partir d’aquests resultats 1 dels descrits en anteriors apartats podem suggerir

algunes de les implicacions de la via Wnt a nivell cefalic en el cas de planaries:
1-El control de I’increment proliferatiu cel.lular en el post-blastema anterior i de

la determinacid cefalica (tots dos processos definits durant les etapes més primerenques

de la regeneracio). El transcrit de GtWnt-5 apareix més tard, 1 per tant, possiblement,
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aquest gen no participa en aquestes fases, tot aixo deduit no sols a partir del patrd
d'expressio sind a partir del fet que la seva manca no provoca un impediment d'una
regeneracid normal. Per altra banda, en tot cas la via Wnt que participés en aquest
contexte hauria d'estar OFF segons els nostres resultats relacionats amb els fenotips de
manca de funci6é de GSK-3.

Dits fenotips suggereixen en canvi un paper d'aquesta quinasa, via Wnt o via
diferent, en la regeneraci6 anterior pel que fa a la determinacio cefalica i potser també a
la proliferaciéo de neoblasts per produir el creixement del blastema. Encara que per
hibridacié in situ whole-mount no es detecti GSK-3 en els primers estadis de
regeneracid (apartat 1.3 de Resultats 1 Discussid), 1 que quan es detecta només sigui a
nivell dels ganglis cefalics, la sensibilitat de la RT-PCR ens ha permes detectar el
transcrit en caps, troncs i cues i en els blastemes de regeneracié més primerenca.

Per tant, es tractaria d'un enzim ubiquo que a nivells basals podria ja exercir les
funcions proposades.

2-Organogenesi 1 manteniment del cervell i del SNC. Més tard en el temps
durant el procés de regeneraci6 es detecten tots dos transcrits, per tant tots dos podrien
funcionar en 1’organogeénesi 1 en el manteniment dels ganglis cefalics. Quan el
tractament amb Alp es comenga més tard de les 12 primeres hores de regeneracié el
procés és normal i quan ¢€s realitzat sobre individus intactes tampoc no produeix efecte.
Les funcions de la GSK-3 que hem suggerit sobre el control anterior tenen lloc en
estadis molt primerencs; 12 hores més tard de la induccié de la regeneraci6 o en
individus intactes aquests rols no es necessiten. Ara bé, aquesta quinasa té funcions que
van més enlla de la regulaci6 negativa sobre la via Wnt, regula molts substrats i
probablement moltes decissions apart del control sobre la regeneracid i manteniment
dels ganglis. A una determinada dosi de la droga pot ser que encara hi hagi certa
activitat enzimatica suficient perque certes funcions es mantinguin inalterades 1 per aixo
no veiem cap anormalitat. Com que detectem el transcrit de GtGSK-3 en etapes més
avancades de la regeneracid i en individus intactes, suggerim que la GSK-3 té funcié
organitzadora i de manteniment dels ganglis i que pot ser que 1’activitat necessaria de
I’enzim per dur-les a terme sigui petita 1 el tractament amb 1’Alp no afecti aquest pool

d’enzim.
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Les conclusions d’aquest treball son:

La via de proteines senyalitzadores Wnt existeix a planaria, almenys pel que fa a
un dels lligands (GtWnt-5), al regulador negatiu de la via Wnt canodnica
(GtGSK-3) i a I’efector nuclear (GtTCF)

Amb GtWnt-5 s’ha identificat doncs la primera molécula Wnt a Platihelmints i
el primer membre de la subclasse Wnt-5 a lofotrocozous

GtWnt-5 és un marcador del SNC, ganglis cefalics i cordons nerviosos ventrals,
aixi com dels sensors de la periféria de I’organisme. En individus intactes es
presenta en forma d’un patr6 iteratiu a nivell dels ganglis cefalics, 1 segons un
gradient que deixa les neurones de la part interna negatives per la senyal. Es
tracta d’un gen d’estadis intermedis de regeneracid, amb una implicacio
funcional més en I’organitzacié i manteniment del SNC que no amb els
fenomens d’inducci6 i determinacid cefalica de les primeres fases.

La inhibici6 per RNA d’interferéncia funciona tant amb el metode de
microinjeccié com amb el de la ingesta de bacteéries HT115 productores del
dsRNA del gen d’interes.

La manca d’expressié de GtWnt-5 després de la utilitzacié del seu RNAi
especific ha estat demostrada per analisi amb RT-PCR i per hibridacions in situ
whole-mount. La manca de funcidé de GtWnt-5 no provoca ni canvis de
comportament en els organismes, ni cap alteracié detectable en I’estructura del
SNC. Tampoc no detectem diferéncies en el volum dels ganglis cefalics. La
regeneracio d’aquests organismes €s un procés normal. Per tant, hipotetitzem un
possible fenomen de redundancia amb altres gens.

La seqiiencia de I’homoleg de la quinasa GSK-3 a planaria presenta una insercid
de 130bp no trobada en els demés organismes analitzats.

El transcrit de GtGSK-3 es detecta per in situ whole-mount a nivell dels ganglis
cefalics en individus regenerants 1 intactes, perd per RT-PCR comprovem que és
present al llarg de I’eix A-P . L’expressio en intactes es restringeix a les cel.lules
més periferiques dels ganglis cefalics.

Ambddés metodes de RNAi han demostrat per RT-PCR que els nivells de

transcrit de GtGSK-3 eren practicament inexistents. La pérdua de funci6é de
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GtGSK-3 s’ha traduit en un fenotip de regeneracié anterior anormal amb
variabilitat fenotipica

e La utilitzacido de la droga Alsterpaulona com a inactivadora de la GSK-3 ha
donat lloc a fenotips de regeneracié similars als obtinguts amb la técnica de
RNAI1. En funcié de les condicions temporals 1 de dosi del tractament observem
percentatges variables de diferents fenotips. N'apareixen essencialment dos:
“fenotip fort” (abscéncia de blastemes anterior i posterior) i fenotip intermedi
“cap sense blastema” (formacid d’un cervell al post-blastema sense prévia
formacié de blastema anterior), amb un cervell més comprimit espaialment 1
retardat temporalment. El pic mitotic caracteristic de l'estadi de 2'S d de
regeneracid es veu drasticament reduit en tots dos blastemes del "fenotip fort",
aixi com en el blastema anterior del fenotip "cap sense blastema". Per tant, el
tractament amb Alp afecta dos processos: 1-El control de I’activacid de la
resposta mitotica a I’inici de la regeneracio, probablement com a resultat
d’alterar quinases relacionades amb ciclines o a través de la GSK-3, 1 2-El
control de la determinaci6 inicial anterior, durant les 12 primeres hores de
regeneracid, fenomen que s’inhibeix molt possiblement quan la via Wnt esta
activa constitutivament (GSK-3 inhibida).

e En el fenotip intermedi de “cap sense blastema” el blastema posterior no esta
afectat ni pel que fa al creixement ni en la determinacié ni diferenciacio.
Possiblement la via Wnt estaria controlant, per repressid, la determinacid
exclussivament del blastema anterior seguint els fenotips descrits per models de
vertebrats. En canvi, ’obtencio dels fenotips on la regeneracio de tots dos
blastemes es veu bloquejada podrien ser resultat de 1’efecte sobre les quinases
reguladores del cicle cel.lular

e La co-localitzacié dels transcrits de GtWnt-5 1 GtGSK-3 en algunes cel.lules
dels ganglis cefalics indica una possible utilitzacié de la via Wnt canonica per
part de GtWnt-5 almenys en aquest contexte espaial i temporal en que tots dos
gens exercirien un paper en I’organogenesi i manteniment dels ganglis cefalics.

e Per RT-PCR detectem a planaria un /oop regulador entre GtWnt-5 1 Gtengrailed,
fet que recolgaria la hipotesi anterior, ja que sempre s’ha classificat engrailed

com a gen diana de la via canonica.
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Suggerim una funcié reguladora per repressi6 de la via Wnt sobre aquests
processos de la regeneracio cefalica a planaria, sobretot pel que fa al procés de
determinacio6 del cervell. La implicacié de la GSK-3 en funcions més enlla de la
regulaci6 de la via Wnt ens fan preguntar perqué no veiem una alteracid
fenotipica més extesa. Probablement, el motiu sigui que a una determinada dosi
de la droga pot ser que encara hi hagi certa activitat enzimatica suficient perque
certes funcions es mantinguin inalterades. Aquesta pot ser també 1’explicacio de
perqueé tampoc no veiem cap anormalitat en els individus intactes tractats amb

alsterpaulona
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From this work we conclude :

e There is a Wnt signalling pathway in planarians, at least from what we can
deduce after isolation of : a Wnt ligand (GtWnt-5), the negative regulator of the
Wnt canonical pathway (GtGSK-3) and one member of the nuclear effectors
(GtTCF)

o  GtWnt-5 is the first Wnt molecule found so far in Plathihelmints and the first
member of the Wnt-5 subclass identified in the Lofotrocozoan clade.

e GtWnt-5 is a new neural marker of planarian CNS. It is found in cephalic
ganglia and ventral nerve cords, as well as in the sensors all around the perifery
of the organism. In intact organisms the signal forms an itterative pattern at the
level of cephalic ganglia, in a gradient shape distribution. The inner neurons
remain negative. It is a gene of intermediate regenerative stages and it probably
has a role in organization and maintenance of CNS more than in induction and
cephalic determination of earlier stages.

e Inhibition by RNA interference has worked with both microinjection and
ingestion of bacterially expressed dSRNA methodologies.

e The lack of expression of GtWnt-5 after specific RNAi ihibition has been
demostrated both with RT-PCR analysis and with whole-mount in situ
hybridizations. GtWnt-5 loss of function produced no changes in the behaviour
of organisms, and no detectable alteration in CNS structure. We did not observe
changes in the size of cephalic ganglia either. Regeneration in these organisms is
a normal process. We hypothethize a redundance phenomena of Gtwnt-5 with
other genes.

o Gtgsk-3 sequence contains a 130bp insertion when compared with ortolog genes
from other species.

o (Gtgsk-3 transcript is detected by in situ whole-mount at the level of the cephalic
ganglia in intact and regenerant planarians. However, RT-PCRs show its
presence throughout the A-P axis. Expression in intact organisms is restricted to
the most peripherial cells of the cephalic ganglia.

e Both RNAi methodologies have demonstrated a practically total abscence of
Gtgsk-3 transcripts by RT-PCR. Loss of function of GtGSK-3 produces variable

phenotypes with altered anterior regeneration.
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The use of the drug Alsterpaullone as an inhibitor of GSK-3 produced similar
phenotypes to those obtained by RNAi methods. Depending on the time of
treatment and the dose of the drug, we observed variable percentages of the
different phenotypes. Two main types appeared: a “strong phenotype” (absence
of both anterior and posterior blastema) and an intermediate phenotype “head
without blastema” (appearance of a new brain at the post-blastema level without
previous formation of the anterior balstema), with a most constrained and
slower-regenerating brain than control brains. The characteristic mitotic peak
that takes place at 2,5d of regeneration in normal organisms is drastically
reduced in both blastemas of organisms of the “strong phenotype”. Mitosis in
the anterior blastema of organisms of “head without blastema” phenotype are
also reduced. Therefore, the Alp treatment affects two processes: 1-The control
of the activation of the mitotic response at the very beginning of regeneration,
probably as a result of directly altering ciclin-dependent kinases or, trhough
GSK-3, and 2-The control of the early anterior determination, during the 12 first
hours of regeneration. This phenomenon is probably inhibited when the Wnt
pathway is consitutively active (GSK-3 inactive)

In the “head without blastema” phenotype, the posterior blastema is not affected
neither in growth nor in determination or differentiation. Probably, the Wnt
pathway is negatively controlling only the determination of the anterior
blastema, according to the already known phenotypes found in vertebrate
models. On the contrary, the presence of phenotypes where regeneration of both
blastemas is blocked can be the consequence of an effect on kinases that regulate
the cell cycle.

Co-localization of Gtwnt-5 and Gtgsk-3 transcripts in some cells of the cephalic
ganglia suggests that GtWnt-5 might be using the Wnt canonical pathway at
least in this context where both genes could be controlling the organogenesis
and the maintenance of the cephalic ganglia.

By RT-PCR a regulatory loop between Gtwnt-5 and Gtengrailed is detected in
planarians. This fact would support the previous hypothesis, since engrailed has
always been classified as a target gene of the Wnt canonical pathway

We suggest that the Wnt pathway in the processes of cephalic regeneration in

planarians is taking a regulatory function by repression, basically on the process
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of brain determination. However, the involvement of GSK-3 in a wide broad of
processes besides of the Wnt pathway makes us wander why we don’t see a
more pleiotropic affectation. The reason could be that at a certain dose of drug
some GSK-3 activity is left and this amount might be enough to maintain some
of the functions in a correct state. This reason could also be used to explain why

no abnormality is seen in intact organisms under Alp treatment.
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-Es continuara amb la cerca tant de més lligands Wnt com dels diferents
elements upstream i downstream de la via, amb l'ajuda de la base de dades de
Schmidtea Mediterranea que, ara per ara, conté 107 seqiiéncies accessibles. La troballa
de més proteines Wnt permetra fer comparacions a nivell evolutiu i establir si les
planaries contenen en el seu genoma representants de les diferents subfamilies Wnt o si
per contra n'han perdut algun al llarg de l'evolucié. La cerca dels receptors Frizzled
permetria fer estudis d'especificitat 1ligand-receptor.

-L'aillament dels diferents efectors citossolics activadors de la via com
Dishevelled o dels negatius com 1'Axina o I'APC donarien molt joc, ja que de la mateixa
forma que amb GSK-3, podriem activar o inhibir artificialment la via 1 estudiar-ne les
seves conseqiiéncies.

- Sota una senyal Wnt, s’acumula la B-catenina al citossol i es transloca al nucli.
Quan injectem dsRNAwnt-5, aquelles cél.lules que normalment es troben sota aquesta
senyalitzacio haurien de presentar uns nivells de -catenina citossolica i nuclear baixos,
respecte a la situacid de senyalitzaci6. Els individus amb la GSK-3 inhibida, per un
metode o un altre, haurien de tenir la via Wnt stper-activada i, per tant, uns nivells
citossolics i nuclears de B-catenina incrementats. El clonatge del gen ortoleg de la f-
catenina a planaria 1 la producci6 d'anticos contra la proteina de fusid codificada per
aquest gen ens permetra la realitzacio d’immunotincions en individus injectats amb
dsRNAGtwnt-5 1 individus injectats amb dsRNAGtgsk-3 (o tractats amb alsterpaulona).
D'aquesta forma es podria detectar si existeix o no translocaci6 nuclear de la B-catenina.
Aixi es podria inferir si la via Wnt esta sent inactivada en un cas i activada en ’altre.

-Si podem posar a punt la transgénesi a planaria en un futur, podriem
sobreexpressar la B-catenina. Si aix0 mimetitzés el fenotip obtingut amb 1’Alp tindriem
una demostracio de que amb la droga realment estem afectant la via Wnt.

-L’experiment oposat, és a dir, la utilitzacié de RNAi de la B-catenina hauria de
bloquejar els fenotips obtinguts amb Alp i amb RNAi de Gtgsk-3.

-Per assegurar encara amb més for¢a que els fenotips obtingts amb I’Alp son
resultat de la inhibicié de GtGSK-3, hauriem d’obtenir fenotips similars no només amb
RNAIi de GtGSK-3 sin6 amb el liti (amb condicions optimitzades per evitar la mort dels
organismes com fins ara), amb el compost SB-415286 (també un cop trobades les
condicions Optimes), i amb altres drogues catalogades com inactivadores de la quinasa

GSK-3.

193



PERSPECTIVES

- Segons els nostres resultats sembla que el fenotip de no determinacié cefalica
¢s degut a una inhibicié de la GSK-3 i que el de proliferacié disminuida és degut a una
inhibicié de CDKs. D’ara en endavant podem fer dues coses; en primer lloc, utilitzar
com a control de inhibicid de CDKs la roscovitina que és una droga que inhibeix les
CDKSs pero no la GSK3. En segon lloc, podriem testar I’accié d’un inhibidor de la GSK-
3 que en canvi no actui sobre les CDKs, com per exemple l'inhibidor AR-A014418
(Calbiochem) (comunicacid personal Bayascas, J.R).

-El fenotip "cap sense blastema" mereix un estudi més a fons. La utilitzacié de
diferents marcadors neurals en hibridacions in situ 1 immunotincions permetria congixer
amb més detall com ¢s el cervell format de novo al post-blastema d'aquests individus.
Aixi mateix seria interessant coneixer com queda afectada la taxa de mort cel.lular
comparat amb un organisme control; amb aquest fi es podria utilitzar la ribosonda del
gen DAP, marcador d'apoptosi (Gonzalez et al., en preparacio).

-Es podrien realitzar experiments de transplant de peces d’organismes tractats
amb Alp en organismes control i fer un seguiment de la regeneraci6 i observar si hi ha
un increment o disminucio del nombre de regions cefaliques induides.

-Cal completar la seqiiencia de GtTCF, dissenyar una ribosonda per fer un
analisi de I’expressi6 per hibridacid in situ i estudiar el fenotip per manca de funcié amb
RNAI1 d’aquest gen. Si I’expressié co-localitza amb les de GtWnt-5 1 GtGSK-3 a nivell
dels ganglis cefalics seria una nova suggereéncia de que GtWnt-5 en aquest contexte
utilitza la via Wnt canonica.

-Cal identificar a planaria més gens catalogats com a gens diana de la via Wnt
canonica. L’estudi de la seva expressid i les RT-PCR poden permetre relacionar-los

GtWnt-5 1 inferir aixi si aquest gen utilitza la via Wnt canonica.
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