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La regeneraci6 és I'habilitat d'un organisme de restablir teixits o
organs danyats o perduts. A la natura trobem un gran ventall de
capacitats regeneratives des danimals que poden regenerar
completament totes les parts del cos com les hidres o les planaries, a
altres que poden regenerar les extremitats i la cua com les
salamandres 0 espécies que tenen una capacitat regenerativa limitada
a certs organs o estadis del desenvolupament com és el cas de la
regeneracio del fetge dels humans . També
trobem processos regeneratius en els insectes com per exemple les
paneroles i els grills els quals regeneren les potes durant els estadis
de nimfa . Els individus adults de Drosophila
no sén capacos de regenerar les extremitats o els apendix pero si que
ho poden fer, durant el desenvolupament, els discs imaginals
(primordis d’aquests apéndix)

Nombrosos estudis han determinat les capacitats regeneratives
de diferents organismes. Gracies als avenc¢os en biologia molecular i
cel-lular s’han descrit mecanismes cel-lulars, processos i vies de
senyalitzacid6 necessaris per a la regeneraci6. Quée determina la
capacitat regenerativa d’'un organisme? Com s'integren les diferents
molecules que participen en el procés? Com es coordinen o es
regulen? Son algunes de les preguntes que intenta resoldre la biologia
regenerativa actual mitjancant les analisis genetiques en fons mutants,
les expressions ectopiques de transgens o els estudis d’expressié a
gran escala. En aquest sentit Drosophila esdevé un organisme clau
per a aportar una visié integrativa de la regeneracid, tal i com ha
succeit en estudis del desenvolupament.

Molts dels mecanismes i fendmens descrits en els processos
regeneratius succeeixen també durant el desenvolupament. Tant és
aixi que hi ha hipotesis que apunten a que la regeneracioé seria una
recapitulacié del desenvolupament . Entre
els mecanismes compartits en aquests processos destaquen les vies
de senyalitzacio i el seu paper com a reguladors de la transcripcio.

Introduccié
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Aquestes cascades transmeten senyals extracel-lulars fins al nucli de
les cel-lules, des d’on dirigeixen el comportament cel-lular en cada
context. La regulacio transcripcional doncs determina I'expressio
d'aquells gens que seran claus per al desenvolupament i la
regeneracid d'un organisme. Actualment coneixem moltes dades
sobre els components de les vies i les funcions en que participen.
Tanmateix, encara hi ha poques evidéncies de com es coordinen entre
elles per a dirigir els mateixos processos o de quins gens regulen en
cada context.

1. Desenvolupament del disc imaginal
d’ala de Drosophila

A Drosophila els apendix i la major part de les estructures
epidérmiques del cap i el torax provenen dels discs imaginals, sacs de
cél-lules epitelials especialitzades. Els discs imaginals s’originen en
'embrié com un grup de cel-lules indiferenciades de I'ectoderm que
s'invaginen constituint els primordis larvaris, aquestes cel-lules
després de la metamorfosi donaran lloc a les estructures adultes. Els
discs imaginals estan formats per dos epitelis: I'epiteli columnar,
pseudoestratificat, i la membrana peripodial, situada a la part més
apical del disc. En el seu origen el disc imaginal d’ala esta constituit
per unes 20-30 cel-lules que es divideixen activament fins a assolir les
50000 cel-lules abans de la metamorfosi

Compartiments i dominis

Durant el desenvolupament del disc d'ala les cel-lules dels diferents
territoris que donaran lloc a estructures particulars de I'adult es van
especificant. A 'embriogénesi el gen selector engrailed (en), expressat
a les parts posteriors del segments, divideix les cél-lules del disc en el
compartiment anterior (A) i posterior (P)



Posteriorment a la meitat de l'estadi de larva Il (LIl) les cél-lules
dorsals expressen apterous (ap) especificant aixi els compartiments
dorsal (D) i ventral (V). A continuacio, al final de I'estadi de LII, les
cél-lules que formaran el primordi d'ala expressen els gens nubbin
(nub) i vestigial (vg), i els gens homothorax (hth) i teashirt (tsh)
restringeixen la seva expressio al hinge (articulacié de I'ala) i al notum
(cuticula del torax) respectivament

. A més mitjancant la via de senyalitzacié de Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR) les cél-lules del notum activen
I'expressio dels gens del complex Iroquis (Iro-C: araucan (ara),
caupolican (Capdevila and Guerrero) i mirror (mir))

. A l'estadi de LIl les cél-lules del ndotum lateral expressen
pannier (pnr) i deixen d'expressar els gens Iro-C diferenciant-se aixi
de les cél-lules del notum mig . Finalment, al final
de la LI, les cél-lules que formaran les futures venes expressen
rhomboid (Gerhold et al.) i silencien I'expressié de Drosophila Serum
Responding Factor (DSRF), establint aixi la diferéncies entre les
venes i les intervenes (figura 1)

w‘ Introduccié
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Embrid Inici Larva Il Larva ll Larva lll
20-30 cél-lules 100 cél'lules 500 cellules 10.000 cel-lules
A: Anterior V: Ventral PA: Primordi d'ala: nub, vg Venes L2-L5; rho
P: Posterior: D: Dorsal: ap PL, N: Pleura, Notum: hih, tsh, Intervenes A-D: dsrf

H: Hinge: hih, nub, Nm: Notum mig: iro-(
NI: Notum lateral:

Figura 1. Determinacio dels dominis del disc d'ala de Drosophila durant
el desenvolupament. Representacio del desenvolupament del disc d’ala des
de I'embri6 a I'estadi de LIll. S’indiquen els diferents compartiments i dominis
aixi com els gens que els identifiquen.

Al final de l'estadi de LIII els compartiments i els dominis estan
especificats. Aquests territoris donen una identitat concreta a cada
cel-lula, mantenint juntes les cél-lules que presenten una mateixa
identitat, degut a la seva afinitat, i separant-les de la resta. Tant es aixi
que en experiments de disgregacid/reagregacio es va demostrar que
les cél-lules d’estructures diferents com el torax, el hinge o les venes
es reconeixen entre elles reagregant-se després d'un procés de
dissociacio . Aguesta
especificacio territorial perd, no només déna una identitat cel-lular siné
que també condiciona les cél-lules d’'un mateix domini a respondre
d'una mateixa manera a un tipus de senyalitzacid o a presentar un
determinat patré de creixement.

Morfogens i senyalitzacio

Al 1983 Meinhardt va proposar que la divisié en diferents poblacions
causa la formaci6 de marges de compartiment. Aquests marges
actuen com a centres organitzadors produint senyals que es



comporten com a morfogens determinant el patré del teixit

. En el cas del disc d’ala el gen en expressat en el compartiment
posterior indueix I'expressié del morfogen hedgehog (hh) a la vegada
que inhibeix la seva activitat en aquest compartiment

. La senyal de Hh es propaga cap al

compartiment anterior on s’uneix al seu receptor Patched (Ptc), el qual
segresta Hh formant un gradient de [lactivitat de Hh en el
compartiment anterior . Agquesta unié promou
I'expressio i repressio de diferents gens entre els que destaca
I'expressid de decapentaplegic (dpp) en el marge de compartiment,
gque esdevé un segon morfogen organitzador del patro
Anterior/Posterior (A/P)

. Dpp és un membre de la familia dels Transforming
Growth Factors Beta (TGFB) i la seva funci6 principal és activar
I'expressio de diferents gens segons la seva concentracio, determinant
aixi el patr6 de l'ala i regulant el seu creixement

Des del marge A/P Dpp difon cap ambdds
compartiments formant un gradient. Dpp s'uneix al seus receptors
tipus I: Thickveins (Tkv) i Saxophone (Matys et al.) i al receptor tipus II:
Punt i inicia una cascada de fosforilacions que activa el factor de
transcripcié Mother against dpp (Mad)

. Diferents nivells de la proteina Mad fosforilada (pMad)
regulen la transcripcié de gens tant en el compartiment anterior com
posterior: activa spalt major (salm) a altes concentracions, optomotor
blind (omb) a nivells baixos i inhibeix brinker (brk) restringint la seva
expressié a les zones periferiques del disc (figura 2A)

En el cas del marge Dorso/Ventral (D/V) succeeix un procés
similar. Al principi de I'estadi de LIl Wingless (Wg) i EGFR promouen
I'expressio d’ap en les cél-lules dorsals

. Ap indueix I'expressio de serrate
(ser), ligand de Notch (N), a les cél-lules dorsals. Ser activa N en el
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marge D/V i la seva activacido promou I'expressié de wg i delta (dl) a

les cél-lules ventrals DI, també
lligand de N, promou l'expressié de wg i el manteniment de ser al
compartiment dorsal . Aguest mecanisme limita

I'activitat de N a les cel-lules del marge D/V i I'expressio de wg a les
cél-lules adjacents al marge

. A més N promou l'expressié de vestigial (vg) que forma un
gradient proximo-distal en el disc, important per a la regulacié de
I'especificitat i el creixement del primordi d’'ala.

. Wg també actua com un morfogen formant un
gradient D/V, s'uneix al seu receptor Frizzeld (Fzz) i inicia una
cascada de senyalitzacié que provoca la translocacio de la proteina de
membrana B-catenina/Armadillo (lglesias et al.) al nucli on actua de
factor de transcripcid dels gens: achaete/scute (ac/sc) i senseless
(sens) a altes concentracions, distalles (dll) a nivells entremitjos, i nub
a baixes concentracions (figura 2B)

En el cas del marge Dorso/Ventral (D/V) succeeix un procés
similar. Al principi de I'estadi de LIl Wingless (Wg) i EGFR promouen
I'expressio d’ap en les cél-lules dorsals

. Ap indueix I'expressio de serrate
(ser), lligand de Notch (N), a les cél-lules dorsals. Ser activa N en el
marge D/V i la seva activacié promou lI'expressié de wg i delta (dl) a

les cél-lules ventrals DI, també
lligand de N, promou l'expressié de wg i el manteniment de ser al
compartiment dorsal . Agquest mecanisme limita

I'activitat de N a les cél-lules del marge D/V i I'expressio de wg a les
cél-lules adjacents al marge

. A més N promou l'expressié de vestigial (vg) que forma un
gradient proximo-distal en el disc, important per a la regulacié de
I'especificitat i el creixement del primordi d’'ala.



and Struhl, 2007) . Wg també actua com un morfogen formant un
gradient D/V, s’uneix al seu receptor Frizzeld (Fzz) i inicia una
cascada de senyalitzacié que provoca la translocacio de la proteina de
membrana B-catenina/Armadillo (lglesias et al.) al nucli on actua de
factor de transcripcid dels gens: achaete/scute (ac/sc) i senseless
(sens) a altes concentracions, distalles (dll) a nivells entremitjos, i nub
a baixes concentracions (figura 2B) (Neumann and Cohen, 1997;
Zecca et al., 1996).

A

Figura 2. Morfogens i senyalitzacié del disc d'ala de Drosophila. (A)
Establiment del marge A/P mitjancant les vies de senyalitzacié de Hh i Dpp
en el disc. S'observa la formacié dels gradients i alguns dels gens que
regulen. (B) Establiment del marge D/V mitjangant les vies de senyalitzacio
de N i Wg. S'observa la formacié del domini de N i del gradient de Wg i
alguns dels gens que regulen. Anterior (esquerra), posterior (dreta), ventral (a
d’alt) i dorsal (a baix).
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Proliferaci6 i mort cel-lular

Durant el desenvolupament larvari el disc imaginal ha de créixer de les
50 cél-lules inicials fins a 50000 cél-lules abans de la metamorfosi. La
taxa de proliferaci6 és constant (una divisi6 cada 8-10h
aproximadament) . Els processos
d’apoptosi son poc freqlients durant el desenvolupament del disc d'ala

, per tant la mida i forma final del disc sembla que
esta determinada principalment per la proliferacié cel-lular.

Estudis d’analisi clonal demostren que el creixement és
intercalar i exponencial. A més, el creixement presenta restriccions de
compartiment, tal i com s’ha comentat. Es a dir les poblacions clonals
d’'un compartiment no poden creuar a l'altre compartiment i viceversa.
Aquestes limitacions territorials condicionen la mida dels clons i la
seva orientacid mitotica. Aixi per exemple els clons en el primordi d'ala
creixen en direccid Proxim/Distal (P/D), mentre que en el notum
presenten una forma més isodiameétrica. El mateix es pot veure en les
estructures adultes, cosa que confirma que la mida i la forma
s’estableixen durant I'estadi larvari (figura 3)

Figura 3. Creixement de
poblacions clonals en el disc
d'ala. Figura adaptada de
(A)
representacio de dos
poblacions clonals en el disc
d’ala de LIIl, es poden veure les
formes allargades dels clons
del primordi dala i la seva
direccio P/D comparada amb la
isodimetria dels clons que es
localitzen en el notum. (B)
Representacié dels clons del
notum en el torax de I'adult. (C)
Representacié dels clons en
lala d'un individu adult. La
disposici6 dels clons és
exactament la mateixa que
presenten en el disc d’ala.




Com es regula a nivell genétic aquest creixement és una de les
preguntes que ha intentat resoldre la genetica del desenvolupament
durant les dltimes décades i ha portat a I'establiment de nombrosos
models de regulacio

Tot i les controvérsies dels diferents models, les hipotesis més
plausibles apunten a que la mida final del disc estaria regulada en part
per un conjunt de vies de senyalitzacio: Dpp, Hh, Wg, N, Hippo (Hppo)
i Insulina (Ins), que aportarien la informacio posicional necessaria per
a que les cel-lules determinin la mida final del disc. Tot i aixi no es
coneixen en detall els mecanismes que integren i/o coordinen
aguestes vies ni molts dels gens que estan regulant.
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2. Regeneracio dels discs imaginals

Hadorn i col-laboradors van determinar que un disc fragmentat
i cultivat dins de lI'abdomen d'una femella sofreix un procés de
creixement regeneratiu. En la mateixa direcci6 experiments de
irradiacié demostraren que després de produir la mort del 50% de les
cél-lules, el disc pot donar lloc a una ala adulta completament normal,
confirmant I'existéencia d’'un procés regeneratiu

Aquestes evidencies han portat al
desenvolupament de diferents metodes per a estudiar la regeneracio
dels discs imaginals. Entre ells destaquen la fragmentacio i
implantacié en una femella adulta i la induccio de mort cel-lular (revisat
a .
En la majoria d’'organismes la regeneracié implica tancament
de la ferida, proliferacié i formacid del patré. Aquests processos tot i
estar clarament diferenciats entre ells es succeeixen en paral-lel en el
temps.

Tancament de la ferida

El tancament de la ferida en I'embri6 i els discs imaginals de
Drosophila té lloc sense la formacié d’una cicatriu, com succeeix en
altres organismes que regeneren, mentre que en l'adult si produeix
una cicatriu En el disc imaginal la primera reaccio
que es produeix és la contraccid de la ferida per tal de disminuir la
seva superficie. Seguidament els epitelis columnar i peripodial és
corben i estableixen contactes heterotipics entre ells. Les cél-lules del
vertex de la ferida es contrauen mentre que les dels marges s’estiren
cap a la ferida per tal de tancar-la. Finalment es produeix un
tancament en cremallera mitjangant fil-lopodis i es restableixen els
contactes homotipics del disc (figura 4)



Figura 4. Tancament de la ferida d’'un disc imaginal . (A-B) Tancament de
la ferida d’'un disc imaginal d’ala fragmentat. (A) S’observa el cable de F-
actina (vermell) als marges de I'epiteli. (B) Imatge del vertex de la ferida on es
pot veure la formacio de fil-lopodis des dels dos marges de la ferida. (C)
Esquema del tancament d'un disc fragmentat s’observa el tancament de la
ferida en el disc imaginal. En blau l'epiteli columnar, en taronja I'epiteli
peripodial i en vermell les remodelacions del citoesquelet (cable d'Actina i
fil-lopodis)

La cicatritzacié en I'embrid i els disc imaginals de Drosophila compren
mecanismes molt similars als que succeeixen durant el tancament
dorsal i el tancament del torax . Aquests
fenomens son: la formacié d’'un cable de F-actina que manté la tensio
en els marges de la ferida, la formacié de fil-lopodis i lamel-lipodis i
canvis de mida i forma cel-lular . Un altre fenomen
que tenen en comu aquests processos és l'activacio de la via de la
Jun N-terminal Kinasa (JNK) que és imprescindible per a que es
produeixi un tancament correcte en tots els casos

‘ Introduccié

=
w



‘ Introduccio

[EEN
N

Formacio del blastema i proliferacio

El blastema esta format per un conjunt de cél-lules amb capacitat per
entrar en el cicle cel-lular i donar lloc a les cél-lules que restabliran la
mida del teixit. La contraposicié de cél-lules de diferents territoris, que
succeeix durant el tancament de la ferida, podria ser un dels estimuls
per promoure la proliferacio i la formacié del blastema, tot i que
s'inicien abans de que I'epiteli estigui completament tancat

Durant la regeneracié s’acumulen cél-lules en
divisi6 a la zona propera a la ferida en el disc imaginal d’ala. La
proliferacio s'inicia abans de les 24h de regeneraci6 i assoleix els seu
maxim entre les 48 i 72h . Aquest creixement es
produeix de forma localitzada, tant després de la fragmentacié del disc
com de la induccié de mort d’'un domini o regié del disc (figura 5)

Figura 5. Proliferacio i

formacié del blastema en

discs regenerats. (A) Disc
control no fragmentat després
de 3 dies de cultiu, no s’observa
proliferacio. (B) Disc fragmentat
després de 3 dies de
regeneracid s’observen cél-lules
en proliferacié (marcades amb
pH3) al voltant de la ferida

(requadre blanc del
compartiment  posterior), no
s'observa proliferacio al

compartiment  anterior.  (C)
Analisi clonal en un disc de 3
dies de regeneracio. S’observa
gue només s’observen clons al
compartiment posterior al voltant
de la ferida i que el creixement i
forma dels clons és igual al que
esperariem en condicions
salvatges




En front d’'un dany generalitzat del teixit, com la irradiacio, s’activa una
proliferaci6 compensatoria en tot el disc. Tot i que la proliferacié
compensatoria també es caracteritza per una acceleracié de la
proliferacié i una prolongacié de l'estadi proliferatiu del disc com la
regeneracio

, la proliferacié és homogeénia en tot el disc com en el
desenvolupament. Aquest fet suggereix que els processos
regeneratius tindrien una regulacio diferent a la la proliferacié
compensatoria tot i que probablement comparteixin els mateixos
mecanismes que regulen el creixement i la mida final del disc durant el
desenvolupament.

Com es regula la proliferacié i s’estableix la mida final del disc
en el procés de regeneracid? Hi ha treballs que apunten a que
l'activacié de mitdgens com Wg o dMyc és necessaria per a promoure
la proliferacié i determinar la mida final del disc

Altres suggereixen que €és la via de Hppo la principal
responsable del creixement del disc durant la regeneracié

. Les evidéncies descrites fins ara fan plausible pensar que
siguin un conjunt de senyals i els contactes cél-lula-cel-lula els que
promoguin i determinin el creixement del disc, com succeeix durant el
desenvolupament.

Formacio del patro

Per a una correcta regeneracio del patrd s’ha demostrat que és
necessaria la presencia de totes les identitats dels compartiments, és
a dir es requereixen cel-lules de cada compartiment, en cas contrari
els fragments es dupliquen . Durant la
regeneracio a Drosophila els marges de compartiment es restableixen
rapidament i les cél-lules del blastema mantenen la seva identitat
d’origen, tal i com succeeix en els amfibis

En el disc de pota, estudiat en detall en aquest procés, Dpp i
Wg actuen de morfogens per organitzar les diferents identitats en el
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eix P/D (Lecuit and Cohen, 1997), tot i que l'ordre en que es
determinen els diferents segments no és igual al del desenvolupament
(figura 6) (Bosch et al., 2010) i a meés, en estadis tardans del
desenvolupament les senyals dels organitzadors no so6n
imprescindibles per a la formacié del patré6 durant la regeneracio
(Estella et al., 2008) (Berganitiios et al., dades no publicades). Com es
mantenen les identitats dels segments perduts sense els morfogens
€s una questio per resoldre, tot i que s’estan comencant a estudiar
mecanismes epigenétics que podrien mantenir la memoria cel-lular en
aquest procés (Klebes et al., 2005).

Regeneracio

Desenvolupament

Li principi LIl meitat LIl 34 dies 7 dies

Figura 6. Regeneracio del patré del disc de pota de Drosophila. Esquema
(adaptat de Bosc et al., 2010) de la comparacié entre la formacié del patré
durant el desenvolupament i la regeneracié. S'observen els diferents
segments de la pota (a d'alt), els gens que els especifiquen i I'ordre amb el
qual es van especificant els segments durant el desenvolupament (a baix a
'esquerra). A baix a la dreta es pot veure una representacié d'un disc
fragmentat i el seu procés de regeneracié. S'observa com 'ordre amb el qual
es restableixen els diferents segments i la posicié d’aquests és diferent del
que succeeix durant el desenvolupament.

Vies de senyalitzacio i regeneracio

Com ja s’ha comentat totes les vies que regulen el creixement en
condicions normals del disc s6n potencialment candidates a participar
en el procés de regeneracio, tanmateix és probable que els nivells
d’activacié o la seva regulaci6 siguin diferents.



La via de la JNK s’activa davant el dany cel-lular tal i com
s’observa mitjancant I'expressié del gen reporter puckered (puc) (gen
diana de la via) i és essencial per al correcte tancament de la ferida en
els discs imaginals .
També s’ha descrit la importancia d’aquesta via en altres models de
regeneracio. Wg s’activa com a resposta a la fragmentacié del disc o
de la induccié de mort cel-lular

, I encara que la seva
funci6 especifica no ha estat determinada en aquest proces, en altres
organismes també s’ha comprovat que la via de Wnt s’activa com a
resposta al dany cel-lular, demostrant que aquest mecanisme estaria
conservat evolutivament

En els Ultims anys també s’ha relacionat la via de Hppo amb
els processos regeneratius. La via de Hppo inhibeix el creixement
mitjancant el segrest del coactivador transcripcional Yorkie (Yki).
Després de la fragmentacié o induccié de mort cel-lular es produeix un
increment de Yki al nucli de les cél-lules properes a la ferida i s'activa
I'expressio de gens diana de Yki. A més una reducci6 dels nivells de
Yki compromet el procés de regeneracio

Un altra via important implicada en el tancament de la ferida i
reparacio tissular és la via de N. Per exemple en la regeneracio del
tracte intestinal de Drosophila N és important per a la diferenciacié
cel-lular . En altres models, N
participa en el tancament de la ferida en ratoli, en la regeneracié
cardiaca al peix zebra i en la regeneracio de la cua a Xenopus

. Finalment
altres vies, com la via de cytokine-activated Janus kinase (JAK/STAT),
també tenen un paper important. La JAK/STAT s’indueix com a
resposta a l'estres després del dany d'un teixit, s’activa durant el
procés de tancament de la ferida dels discs aixi com en la regeneracio
intestinal a Drosophila
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Tot i I'evidéncia de la importancia d’aquestes vies durant la
regeneracio encara hi ha poques dades sobre quins mecanismes o
gens estan regulant per a promoure el procés de regeneracio.



3. Laviade laJun-N-terminal kinasa (JNK)

La via de la JNK és una de les vies Mitogen-Activated Protein Kinase
(MAPK) descrites. Aquestes vies transporten senyals des de la
superficie cel-lular fins al nucli de les cél-lules responent a diferents
estimuls i mitjancant la fosforilacié6 d’'una série de quinases. La JNK
estd implicada en la resposta a dany cel-lular i DNA, en resposta
immune, regulacié de I'apoptosi, diferenciacié, morfogenesi i cancer

. La simplicitat d’aquesta via en Drosophila
comparada amb la de vertebrats, confereix un atractiu particular a
aquest model per a I'estudi de la via de la INK i els processos en que

participa.
A Drosophila la part central de la cascada de senyalitzacio esta
formada per Basket (Bsk, la JNK) i les

dues JNKK: Hemipterous (Hep) (homoleg de MKK7)
i dMKK4. Bsk fosforila els factors de transcripcié Jun i Dfos que
heterodimeritzen formant el complex Activator protein 1 (AP-1), es
transloquen al nucli i s'uneixen a motius AP-1 (TGACTCA)

. Un dels seus gens
diana és puckered (puc) ,
gen que codifica per una fosfatasa que regula negativament la via
mitjancant la defosforilaci6 de Bsk. Aquesta via de senyalitzacio
s'activa per mitja de senyals extracel-lulars com les interaccions
Eiger/Wengen (TNF/TNFR), PVF/PVR i Wg/Fz, citoquines o altres
molecules d’estrés, components dels complexes de polaritat apico-
basal (Lgl, DIg i Scrib) o de les interaccions cel-lula-cél-lula
mitjancades per la DE-cadherina (DE-cad) (figura 7)
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Figura 7. La Via de la JNK a Drosophila melanogaste r. Esquema de la via
de la JNK a Drosophila. Senyals extracel-lulars activen la via per mitja de les
interaccions cel-lulars de DE-cad, els complexes de polaritat apico-basal (Dlg,
Lgl, Scrib) les interaccions lligand receptor: Egr/Wgn, PVF/PVR i Wg/Fzw23 ,
senyals d’estrés i citoquines. Aquestes senyals es transmeten fins a la INKK
Hep que fosofrila Bsk (la JNK). Aquesta quinasa s’encarrega de fosforilar Jun
i Fos que heterodimeritzen formant el complex Activator protein 1 (AP-1). AP-
1 es transloca al nucli i promou la transcripcié de gens diana com la fosfatasa
Puc.

A Drosophila la JNK és essencial per al tancament dorsal en
'embriogeénesi, tal com s’ha demostrat amb I'estudi de mutants que no
poden completar el tancament dorsal (Glise et al., 1995). Tant els



embrions mutants de hep com els de bsk presenten una obertura
dorsal i les seves cel-lules epidermiques presenten una falta
d’elongaci6. També s’ha descrit que els gens puc i dpp s’expressen a
les cel-lules dels marges dels epidermis de I'embri6 de manera
depenent de la JNK , tot i que en el
cas de dpp no s’ha demostrat una unié directe. De fet el factor de
transcripcié6 Cabut (Cbt), gen diana de la JNK, també participa en
I'activacié de l'expressio de dpp al marge de I'epidermis

Una altra funcié de la JNK en el desenvolupament dels discs
d’'ala i d'ull és l'activacid de processos apoptotics. Els gens reaper
(rpr), head involution defective (hid) i grim sén inductors de mort
cel-lular mitjancant la inhibici6 de Drosophila
inhibitor-of-apoptosis protein-1 (DIAP1), inhibidor de les Caspases

. La inducci6 de mort cel-lular per sobreexpressio de rpr
s'inhibeix parcialment en un fons mutant de bsk, indicant la
participacié d’aquesta via en el procés . S’ha
observat que la mort cel-lular produida per irradiacio es deguda a la
via de la JNK de forma depenent de p53 i que una pérdua de Dpp o
Wg en els seus dominis, per tan una perdua de la informacio
posicional i la integritat de I'epiteli, activa I'expressié de puc i la mort

cel-lular . Tanmateix, també hi ha
evidencies que la JNK afavoreix la supervivencia cel-lular en un
context apoptotic. McEwen i Pfeifer proposen que després

d’'una irradiacio I'expressio de puc modula els nivells de la JNK, evitant
I'entrada en apoptosi i permeten a les cél-lules la reparacié del dany
del DNA durant un periode de temps. Passat aquest periode si el dany
persisteix i la JNK segueix activa es superaria el llindar i s’iniciaria
l'apoptosi. Es a dir la JNK actuaria com una balanca entre la
supervivencia i la mort davant un dany o estrés, promouria un periode
de restitucio induint la resposta de les cél-lules afectades pero en cas
de gque aquestes no es poguessin recuperar activaria la mort cel-lular
per a mantenir la integritat de la resta del teixit.
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Aguesta hipotesi es veu recolzada pels estudis de la JNK en
regeneracio. Durant la regeneracié dels disc imaginals de Drosophila
puc s’expressa a la zona propera a la ferida i els mutants que afecten
I'activitat de la via no tanquen bé la ferida. Els experiments de llinatge,
a més, demostren que les cel-lules del teixit format per reemplacar el
teixit perdut deriven majoritariament de cél-lules que han expressat
puc durant la regeneracio (figura 8)

puc>GFP
4

puc>GFP

Figura 8. Activitat de la via de la JNK en discs re  generats. Expressio del
gen puc (verd) durant la regeneracié del disc d'ala. S'observa un disc
fragmentat (puc-Gal4; UAS-GFP) a Oh (A), 12h (B) i 24h (C) de regeneracié.
S'indueix I'expressié de puc a la zona proper a la ferida. (D) Disc d'un
individuo mutant de hep (hepr75/Y) a 24h de regeneracid, presenta defectes
en el tancament de la ferida. . (E) Experiment de llinatge
de puc, s’observa un disc puc-Gal4/arm>STOP>lacZ; UAS-GFP/UAS-flp a 4
dies de regeneracid6. En verd l'expressi6 de puc>GFP i en vermell les
cel-lules marcades amb el lacZ, és a dir les cel-lules filles de les que han
expressat puc en algun moment

En la mateixa direcci6 els estudis realitzats en regeneracié i
homeostasi de lintesti de Drosophila demostren una activacié de la



via de la JNK en l'epiteli danyat i proposen que la JNK promou la
proliferaci6 de [Iepiteli tant durant la regeneraci6 com en el
renovament del teixit en condicions normals

També recolza el paper proproliferatiu de la JNK en
regeneracio, un estudi recent que proposa que la JNK és la
responsable de la translocacié del factor Yki al nucli durant la
regeneracio, per promoure la proliferacié cel-lular

Finalment la via de la JNK també s’ha involucrat en altres

processos com l'allargament de la vida , 'especificacio
durant el desenvolupament de l'ull i la regulacié de la polaritat cel-lular
planar (PCP) . Tot i la importancia de la JNK en el

desenvolupament i el manteniment dels organismes, no es coneixen
en detall els seus gens diana. En aquest treball hem identificat gens
diana de la JNK en regeneraciod, entre els quals hi ha el gen cabut.
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4. Cabut

Identificaci6 i caracteritzaci6 del gen cabut

El gen cabut (cbt, CG4427) es va identificar en un estudi de cribratge
de guany de funci6 amb l'objectiu d'identificar gens lligats a
I'establiment de la polaritat cel-lular planar (PCP)
En aquest treball es van utilitzar 2300 linies EP una de les quals, Ia
EP(2)2237, al ser sobreexpressada amb sev-Gal4 o ap-Gal4
presentava defectes de PCP en l'ull o en lala i el torax,
respectivament . Aquest
element EP es troba inserit a 14 pb a 5’ del inici de transcripcié (TSS)
del gen CG4427 que es localitza a la posicio 21C6 del cromosoma 2L.
Els mutants homozigots d'aquest gen son letals en I'embrid i
presenten defectes en el tancament dorsal. Aquest fenotip va portar a
Mufioz Descalzo i col-laboradors a anomenar a aguest gen
cabut.

El gen cbt presenta dues isoformes cbt-RA( NM_164384) i cbt-
RB (NM_134685) que codifiquen per proteines de 428 aminoacids
(46.7 KDa) i 347 (37.9 KDa) respectivament. Aquestes proteines
presenten al extrem C-terminal 3 dominis d’'unié a DNA del tipus Zinc
finger C;H; (262-335 (Zn finger) situats en tandem amb una seqiiéncia
consens CX,4CX1,HX,6H, tipica de proteines d’'unié al DNA o RNA
que regulen la transcripcio . També al extrem C-terminal
presenta un domini repressor REP1 (370LRAIAPAzgs). A I'extrem N-
terminal es localitza una regi6 rica en serina (SER10g.141), un domini
d'interacci6 a Sin3A (SID, 1ssAAEVAL;73) i un domini Nuclear
localization site (NLS, ;;PNKKPRL7), necessari per al transport de la
proteina al nucli (figura 9)
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Figura 9. Estructura i dominis de Cabut. A d’alt localitzaci6é del gen cbt en
el cromosoma 2L de Drosophila, s’observen les isoformes cbt-RA i cbt-RB. A
baix I'estructura de la proteina Cbt, s'observen els dominis descrits NLS,
SER, SID, 3 Zn fingers i REP1 (des de N-terminal a C-terminal).

La familia de factors SP-1-like/Kriippel-like

Al 2007 es van identificar les proteines ortdlogues de cbt en altres
espécies de Drosophila, en altres invertebrats i en vertebrats
En totes les especies de Drosophila i
invertebrats estudiats es va trobar un gen majoritariament amb dos
exons i un intr6 que codifica per un ortoleg de cbt. En el cas de les
Drosophilidae l'estructura del gen i la localitzacié presenta una alta
conservacio. Tot i que els ortdlegs d'altres invertebrats presenten meés
divergéncia, les dades obtingudes recolzen la preséncia d’'un gen cbt
en I'dltim ancestre comu dels bilateris. A nivell de proteina tots els
ortolegs identificats presenten els 3 dominis Zn finger en I'extrem C-
terminal, en la majoria d’espécies de Drosophila també es troba
conservat el domini SER a la part N-terminal mentre que en la resta
dels ortolegs d'invertebrats només s’ha identificat aquest domini en A.
Gambiae. En aquest mateix treball es va classificar cbt com a membre
de la familia dels factors Spl-like/Kruppel-like(Sp-1/KLF). L'analisi de
les sequiencies genigues va identificar els gens TGFg inducible early
genes 1i 2 (TIEG1/KLF10 i TIEG2/KLF11) com els ortdlegs de cbt en
humans
. Aguests gens pertanyen al subgrup Ill de la familia SP-1/KLF.
En la resta d’espécies analitzades també es van identificar 2 ortolegs
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de cbt classificats com a factors de transcripcio TIEG. La preséncia de
2 gens en comptes d’'un és possiblement producte de la duplicacié
genomica que van patir aquests organismes. Els ortolegs de cbt en
vertebrats son similars entre ells i més complexes que els
d’'invertebrats, majoritariament presenten 4 exons i 3 introns. Aquests
gens codifiquen per proteines de mida variable que també contenen 3
dominis Zn finger C,H, al extrem C-terminal. L’analisi filogenética
d’aquestes proteines confirma la seva ortologia amb Cbt, ja que Cbt
presenta més similituds amb els seus ortolegs que amb altres
proteines amb dominis Zn finger de Drosophila. Aquestes dades
demostren que cbt esta conservat en l'arbre filogenétic dels metazous
suggerint una importancia funcional a nivell biologic (figura 10)

Cbt (D. melanogaster)
92 ryooo0— LIEGla (H. sapiens)

991 00041 wooo— LIEGLb (#. sapiens)
0.0332 .
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02152 98| M1 Lo TIEG2 (P. troglodytes)
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5 . 00735 0079 <5 TIEG2 (R norvegicus)
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73979 IW Sp1-PB (D. melanogaster)

0.5259

Figura 10. Analisi filogenetica de Cabut.  Arbre filogenétic amb diferents
proteines de Drosophila amb 3 dominis Zn finger i els factors TIEG en
vertebrats. Es pot observar com la proteina Cbt forma un clister filogeneétic
amb els membres TIEG, separat de la resta de proteines de Drosophila,
confirmant la seva ortologia



Els gens TIEG d’huma i ratoli s’han relacionat amb la regulacié del
creixement ,
la regulacio transcripcional de la via de TGFf3
, 'induccié d’apoptosi ,
la reparacié de I'epidermis davant un dany tissular
i el renovament ossi . A nivell
de patologies els gens TIEG estan involucrats en cancer de pancrees,
de mama, de cel-lules colorectals i de prostata
, en
deficiencies 0ssies i en hipertrofia
cardiaca :

Actualment hi ha evidéncies d'algunes similituds funcionals
entre el factor Cbht de Drosophila i els factors TIEG, tot i aixi calen
estudis més detallats dels mecanismes d’actuacié d’aquests factors i
dels gens diana que regulen per a determinar si Cbt i els seus ortolegs
presenten una conservacio funcional a nivell evolutiu.

Funcions de Cabut en el desenvolupament de Drosophila

Actualment no s’han descrit en detall les funcions de Cbt durant el
desenvolupament, tanmateix els resultats provinents d’'estudis de
cribratge funcional o d’analisi a gran escala aporten algunes dades al
respecte. A nivell d’estudis de guany de funcié per exemple, cbt es va
identificar en un estudi per descriure reguladors dels organs sensorials
externs i estd implicat en la guia
d’axons motors i en la sinaptogénesi, tant en embri6 com en larva

. En un altre treball es va
determinar que cbt esta participant en el desenvolupament toracic. La
sobreexpressio de cbt amb pnr-Gal4 provoca deformacions en el
scutellum, presencia de macroquetes extres i pérdua de microquetes a
la linia mitja dorsal . Finalment, també s’ha
descrit que Cbt és important per a la formacié del marge del
compartiment D/V, ja que la seva sobreexpressié amb ap-Gal4 rescata
el fenotip de la pérdua de funcié d’'ap
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A nivell d’expressi6 els estudis a gran escala demostren que
I'expressio de cbt incrementa en resposta a la inhibicio de la via de
TOR, de manera depenent del factor Fork Head (FKH/FoxA) i
relacionen el gen cbt amb I'estres metabdlic

. Altres treballs revelen que Cbt es troba lligat a la

regulacié del cicle circadia, que esta regulat per el factor Clock i

s'expressa en les neurones responsables del rellotge biologic

. Finalment un estudi de

microarrays de Beckstead i col-laboradors demostra que els

nivells d’expressio de cbt durant I'entrada i desenvolupament de la

pupa incrementen coincidint amb els pics de I'hnormona Ecdisona i
apunten a cbt com a gen diana del factor Ecdyson Receptor (ECR).

L'activitat del gen Cbt també s’ha associat a la senyalitzacio
d'algunes vies. Tal i com s’ha comentat Mufioz i col-laboradors van
descriure que els mutants del gen cbt mostren defectes en el
tancament dorsal de I'embriogenesi de Drosophila, i la majoria dels
embrions mutants cbht®"®@#%El presenten letalitat i obertures a les
cuticules. Aquest treball també reporta que cbt S’expressa a
'amnioserosa i a I'epidermis lateral durant el tancament dorsal de
manera depenent de la JNK i regula I'expressié del gen dpp en les
cél-lules del marge de I'epidermis .Enla
mateixa direccié s’han descrit dos gens diana de Cbt en el disc d’'ala
que pertanyen a la via de Dpp: salm i omb. La sobreexpressio de cht
incrementa I'expressié d’'aquests dos gens. En aquest treball I'autora
proposa que Cbt seria cofactor de pMad i que regularia els nivells
d’'activitat de la via de Dpp. Els resultats d’aquest treball suggereixen
que Cbt podria estar regulant també altres vies com la de la JAK/STAT
i que estaria implicat en la formacié del patr6 i la regulacié de la
proliferacié en el desenvolupament del disc d'ala .
En relacio amb altres vies, Cbt i la via de Ras-MAPK també mostren
una interaccid positiva en cél-lules S2 tal i com mostra un estudi a
gran escala amb RNAis



Tot i que existeixen evidéncies que mostren la importancia del
gen cbt durant diferents fases del desenvolupament i teixits, les dades
sobre el paper que realitza Cbt i els gens que esta regulant s6n molt
escasses. Tampoc hi ha gaires indicis sobre com estaria actuant
aquest gen. Un treball recent de Belacortu i col-laboradors
proposa que Cbt seria un regulador negatiu de la transcripcio.
Mitjancant assajos luciferasa en cél-lules S2 proposen que Cbt és un
repressor transcripcional, capa¢ de reprimir el seu propi promotor, i
que els dominis SID i REP1 son necessaris per a que Cbt pugui actuar
com a repressor. En resum aquestes dades contradiuen les
evidencies observades in vivo que indiquen que Cbt regula
positivament I'expressié de gens durant el desenvolupament de
I'embrio i del disc d’ala.
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Els objectius principals d’aquesta tesi han estat:

Analitzar els canvis d’expressid génica en discs dala a
diferents temps de regeneracio i la seva relacié amb la via de
la INK.

Estudiar la funcié del gen cbt durant la regeneracié i el
desenvolupament.

Els objectius especifics plantejats durant aquest treball han consistit

en:

Analitzar el transcriptoma de discs regenerants i identificar els
gens diana de la via de la JNK.

Analitzar la funcio de Cbt en la regeneracio.

Determinar els gens diana de Cbt en el disc d’'ala i els seus
Cofactors.

Analitzar el paper de Cbt com a regulador de I'activitat de la via
de N.

Determinar els factors de transcripcié que s’uneixen a la regi6
del promotor proximal de cbt.
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1. Materials

La majoria dels reactius utilitzats en la realitzacio dels experiments sén
de qualitat analitica i provenen de les cases comercials Merck, Fluka i
Sigma. Els enzims s6n de Promega o Roche.

Soques de Drosophila melanogaster

Les mosques utilitzades en aquest treball s’han cultivat en cambres
climatigues a 17°CC, 25°CC i/lo 29°CC en medi de Drosophila
(Carolina Biological Supply) suplementat amb llevat. A la taula 1
s’'indiquen les diferents linies utilitzades aixi com la seva procedéncia.

Linia Procedencia

CantonS Bloomington Drosophila Stock Center
w'1S0;2is0,3iso DrosDel collection
cht="@?="ELcyo-twi:GFP Mufioz-Descalzo et al.,2005
ap-Gal4:UAS GFP J.P. Causo
en-Gal4 Bloomington Drosophila Stock Center
Salm-Gal4 J.F. de Celis, CBMSO
tub-Galg0® McGuire et al., 2003
spalt”™®-Gal4 Barrio and de Celis, 2004
UAS-hep™ Adachi-Yamada et al., 1999
UAS-rpr Wing et al. 1998
UAS-cbt-flag Mufioz-Descalzo et al.,2005
UAS-GFP Bloomington Drosophila Stock Center
NYMERT101/FM7C de Celis et al., 1991
N>**"'FRT15/FM7:GFP Kidd et al.,1983
dTIEG®*FRT40A/Cyo-Ubi:GFP Rodriguez 2010

Taula 1. Linies de Drosophila utilitzades. S’indica el genotip i la seva
procedéncia.
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Soques bacterianes

Per a la manipulaci6 de DNA plasmidic hem utilitzat cel-lules
competents d’Escherichia coli DH5a.

Plasmidis
Els plasmidis utilitzats en aquest treball es recullen a la taula 2.

Vector Insert Experiment

pBluescript SK cht sintesi sonda in vitro
pcDNAS3.1(-)/Myc-His A jun sintesi de proteina in vitro
pcDNAS3.1(-)/Myc-His A D-fosB sintesi de proteina in vitro
pcDNAS3.1(-)/Myc-His A D-fosD sintesi de proteina in vitro

pMW2 (PBHIS) Seql (0-600) Y1H

pMW2 (PBHIS) Seq_2 (450-1050) Y1H

pMW2 (PBHIS) Seq3(900-1500) Y1H

Taula 2. Plasmidis utilitzats.  S'indica el tipus de vector, el gen o seqiiéncia
que porta per insert i I'experiment en el qual s’ha emprat.

Sondes Tagman per qRT-PCR

Per a la realitzacio de les Real time PCR quantitatives (QRT-PCR) de
discs regenerats i dels mutants de N vam utilitzar les segients sondes
Tagman (taula 3).

Taula 3. Sondes Tagman

—— Sonda fagman utilitzades per qRT-PCR. S'indica
cbt Dm01800197 _s1 el gen que amplifica la sonda i la
dia Dm01811206_g1 referéncia de la casa comercial.

mRpLY Dm02135860_s1

ptp61F Dm0183210_g1

E(Spl) Dm02151501_s1

ash2 Dm02150755 gl




Oligonucleotids

Els oligonucleotids han estat sintetitzats per Sigma-Aldrich (taula 4).

Nom
Cbt AP1 site FW
Cbt APL site RV
Cbt AP1 site m* FW
Cbt AP1 site m* RV

Cbt AP1SITRE m** FW
Cbt AP1SITRE m** RV

cbt RNA RT FW
cbt RNA RT RV
ap RNA RT FW
ap RNA RT RV
cut RNA RT FW
cut RNA RT RV
Su(H) RNA RT FW
Su(H) RNA RT RV
mam RNA RT FW
mam RNA RT RV
sply RNA RT FW
sply RNA RT RV
fis-1 RNA RT FW
fis-1 RNA RT RV

mMRpL40 RNA RT FW

mRpL40 RNA RT RV
cycD RNA RT FW
cycD RNA RT RV
cbt 0-500 Fw
cbt 0-500 RV
cbt 450-1050Fw
cbt 450-1050 RV

cbt 900-1500 Fw
cbt 9001-500 RV

Sequeéncia
5' GATAACAAAGATGACTCACGAAAAGCAGG 3'
5' CCTGCTTTTCGTGATGCATCTTTGTTATC 3'
5' GATAGTCTAGATAGTCTACGAAAAGCAGG 3'
5' CCTGCTTTCGTAGACTATCTAGACTATC 3
5' GATAACATCGATAGTCTACGTGAAGCAGG 3'

5' CCTGCTTCACGTAGACTATCGATGTTATC 3
5'CACTAAGGGAAAACAAGTTGG3'
5'TTCTGACTCTTTTGGGCCACS'
5'’AGGACTGTGCACGGAGATG3'
5'’AGGACTGTGCACGGAGATG3'
5'ATGCTTTCTCTTCTCACCCTC3'
5'CACGACGACCAGGACAAGS
5'’ATTGCTATGCGTGGTGCCG3'
5'TTCCATCGTTGCGCACCAG3'
5'CAACCGCAACAGATTAGCAC3'
5'TGTTGTTGTTACCGCTACCGS'
5'CTTTCCCGATTCCCGTAGC3'
5'TGACGGGCTTAAGGCAATC
5'CCATACCCTTTGCCACTTCCS3'
5'CGAGTCAAATGATCAAGTTCG3'
5'ATTACGTCAGTCCCGATGG3'
5'CTCATTTGACCTCCCACTTC3'
5'’AGCAAGTGATATGGCAAGG3'
5'’ATGGCTCTAGATTCCGAGTG3'
5'’AAGGAAAAAAGCGGCCGCGAAAAAGGCAAAGCCATTC3'
5'TGCGATGCTGAAATCGCGACGCA3'
5'’AAGGAAAAAAGCGGCCGCAAGACCCAAAAAATCACCG3'
5'TGCGATGCTGAAATCGCGACTGC3'
5'AAGGAAAAAAGCGGCCGCATAAACGAAAGGCATAGTGCS!
5'TGCGATGCTGAAATCGCGACATACCCTCTAAAAGCGG3'

Experiment

EMSA
EMSA
EMSA
EMSA
EMSA
EMSA
Real time PCR
Real time PCR
Real time PCR
Real time PCR
Real time PCR
Real time PCR
Real time PCR
Real time PCR
Real time PCR
Real time PCR
Real time PCR
Real time PCR
Real time PCR
Real time PCR
Real time PCR
Real time PCR
Real time PCR
Real time PCR
Y1H
Y1H
Y1H
Y1H
Y1H
Y1H

Taula 4. Oligonucledtids utilitzats.

en que s’han utilitzat

S'’indica la seqiiéncia i els experiments
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Anticossos

La taula 5 recull els anticossos utilitzats, juntament amb les seves
caracteristiques i procedencia.

Anticossos Primaris Caracteristiques Procedéncia
anti-GFP Conill 1Q: 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
anti-Bgalactosidasa Conill 1Q: 1:1000 Cappel
Boehringe mannheim
anti-digoxigenina-AP Ratoli ISH: 1:2000 (Reinholz et al.)
anti-pH3 Conill 1Q: 1:1000 Biothecnology milipore
Conill 1Q: 1:40,
anti-Cabut IP: 2ul Dra. Nuria Paricio
anti-myc(tag) Ratoli WB: 1:3000 Abcam
Ase-anti-conill-AlexaFluor555 1:200 Invitrogen
Cabra-anti-conill-
AlexaFluor488 1:200 Invitrogen
Cabra-anti-conill-FITC 1:200 Jackson Immunoreserch
Ase-anti-ratoli-AlexaFluor555 1:200 Invitrogen
Cabra-anti-
ratoliAlexaFluor488 1:200 Invitrogen
Cabra-anti-ratoli-POD 1:2000 Jackson Immunoreserch

Taula 5. Anticossos utilitzats. En les caracteristiques s’especifica les
concentracions utilitzades pels diferents assajos (IQ: immunohistoquimica,
ISH: hibridaci6 in situ, IP: immunoprecipitacio,WB: Western Blot).

Marcatges immunohistoquimics

Es va utilitzar DAPI (Invitrogen) i TOPROS3 (Invitrogen) com a
marcadors nuclears.



2. Metodes

Tecniques d’'induccio de regeneracio

Sistema de fragmentacio i cultiu in vivo

El métode d'inducci6 de regeneracido dels discs imaginals per
fragmentacio i cultiu in vivo va ser dissenyat per Bryant (1971). Els
experiments realitzats en aquest treball es van fer seguint els
protocols descrits previament (Bosch et al.,, 2005) amb algunes
modificacions (figura 11).

/ Figura 11. Métode
d’induccié de regeneracio
en discs imaginals per
fragmentacié i cultiu in
vivo. Esquema (adaptat de
(Bergantifios et al., 2010b))
del procediment per a induir

Fragmentacio L .
mplantacié la regeneracio en els discs
/. \ = imaginals per fragmentacio
del disc i implantacié en
Recuperacié k labdomen d'una femella.
Després d’'un temps
‘ I determinat els discs

iy ;i’ regenerats es poden
recuperar i processar per a

l'analisi dels processos de
— @ cicatritzacio, proliferacié i/o

especificacio cel-lular o ve
Disc regenerat implantar de nou en una
larva en desenvolupament
per a lestudi de Ia
diferenciacié cel-lular.

Analisi de la cicatritzacio,
l la proliferacié i
I'especifiacié cel-lular
Analisi de la
diferenciacio cel-lular
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Es van disseccionar els discs en PBS 1X i es van fragmentar amb
agulles de tungsté en medi Shneider. A continuacioé es van implantar
en PBS 1X mitjangant un capil-lar estirat a la flama. Es van recuperar
els discs a 24, 48 o 72h de regeneraci6 i es van processar.

Sistema de mort cel-lular induida (CDIR)

El sistema de mort induida és un meétode que s’ha desenvolupat
recentment que
consisteix en promoure mort cel-lular en una regi6 del disc mitjancant
la combinacié dels sistemes Gal4-UAS i Galg0® .
Aquest sistema activa I'expressié del gen que es troba a 3’ de la
sequéncia UAS en una regid concreta que estara determinada per el
promotor del factor Gal4. El Gal80" és un inhibidor de la proteina Gal4
depenent de temperatura. EI métode d’inducci6 de mort cel-lular
(CDIR) consisteix en sobreexpressar un gen proapoptotic en una regioé
especifica durant un periode de temps determinat. Aixi quan els
individus es cultiven a 17°C el Gal80" és actiu, bloqueja I'activitat de la
proteina Gal4 i no s’expressa el gen proapoptotic. Quan es canvia la
temperatura de cultiu de 17 a 29°C el Gal80" deixa de ser actiu, el
Gal4 pot unir-se a la seqlencia UAS i indueix I'expressiéo del gen
propapototic (figura 12).



_[_\ 17° Mort cel-lular OFF

UAS-gene proapototic  E/P- Gal4 Gal80®
29° Mort cel-lular ON

Figura 12. Métode d’'induccié de mort cel-lular (CDI R). Esquema (adaptat
de ) del procediment per a induir la regeneracio en
els discs imaginals amb el métode CDIR. (A) Sistema d'induccié de mort
cel-lular. E/P indica enhancer o promotor. (B) Imatge d'un disc imaginal d’ala
UAS-rpr;salm-Gal4;Gal80® després de 10h d'induccié (a 29°C) de I'expressio
del gen proapoptotic rpr. En vermell es pot veure el marcatge de Caspasa3,
indicador de mort cel-lular i en blau la tincié d'actina. (C) Seccidé basal de
I'ampliacié de la regi6é del primordi de l'ala, s’observa la zona de mort i les
restes cel-lulars. (C’) Seccié apical de la mateixa regié que C, s’observa com
a la part apical I'epiteli tanca la ferida.

En els experiments realitzats en aquest treball es van mantenir les
larves a 17°C, a les 96-100 hores de desenvolupament es van canviar
els individus a 29°C i es van mantenir durant 16 hores. Tenint en
compte la perdurance del Gal80® (unes 6 hores) aixd suposa 10 hores
d'induccié de la transcripcié del gen proapoptotic. Els promotors
utilitzats van ser salm-Gal4 (promotor de salm que promou I'expressio
en el domini de salm del disc d’ala) i spalt”™-Gal4 (un enhancer del
gen salm que promou l'expressi6 només en el domini de salm del
primordi d’ala). El gen proapoptotic seleccionat va ser el gen reaper

(rpn).
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Estudi fenotipic d’ales adultes

Es van fixar els individus adults durant 24h (glicerol:etanol 1:2) i es
van disseccionar i muntar en acid lactic: etanol (6:5). Les dades
obtingudes es van representar segons les mides relatives agafant com
a referencia la mida de les ales salvatges o control.

Tecnica de manipulacié de DNA plasmidic

Les técniques de DNA recombinant emprades en aquest treball es
troben descrites per Sambrook

Les cél-lules DH5a es van sotmetre a un xoc térmic (1 minut a 42°CC)
per tal de promoure la transformacié seguint els protocols habituals.
Es van seleccionar les colonies segons la resisténcia del vector i en
els casos en que era adient mitjancant el sistema X-gal IPTG.
Posteriorment es va obtenir el DNA plasmidic amb un Kit comercial
(Miniprep KIT de Quiagen) seguint les indicacions facilitades per el
fabricant.

Tecniques d’analisi de DNA

Immunoprecipitacid6 de cromatina i sequenciacio (ChIP-
Seq)

La tecnica del ChIP permet analitzar si una proteina es localitza sobre
una regié de DNA concreta. En aquest treball es van realitzar ChlPs a
partir de 1600 discs imaginals d'ala de larva Il salvatges i vam
analitzar la localitzacié de Cbt per sequenciacié seguint els protocols
descrits .

Els discs es van fixar mitjancant 5 incubacions de 5 minuts en una
solucié de crosslinking (1,8% de Formaldehid, 50mM Hepes pH 8,
1mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 100 mM NacCl). Es va utilitzar una solucio
stop durant 10 minuts per aturar la fixaciéo (PBS, 0,01% Trit6 X-100,
0.125 M glicina, la glicina inactiva les restes de formaldehid). | es van



fer rentats de 10 minuts amb tampé A (10 mM Hepes 8, 10 mM EDTA,
0,5 mM EGTA, 0,25% Triton X-100) i tampd B (10mm Hepes 8, 1 mM
EDTA, 0,5 mM EGTA, 200 mM NacCl, 0,01 Trit6 X-100).

Les mostres es van incubar en 700ul de tampd de sonicacio
(1% SDS, 50 mM Tris HCL pH 8, 10mM EDTA) i es van sonicar en un
sonicador Branson fent 12 pols amb una amplitud del 35%.
Posteriorment es van bloquejar amb 35ul de proteinaA-sefarosa (GE-
healthcare) i la immunoprecipitacio es va fer durant 3h a 4°C amb
tampo IP (1% tritd, 150 mM NaCl, 2mM EDTA 20 mM Tris HCI pH
8.0), 2ug d’anticos i 30ul proteinaA-sefarosa bloquejada préviament
amb IP al 1%de BSA (2h a 4°C). Després les mostres van ser
rentades i decrosslinkades seguint els protocols habituals.
Finalment les mostres es van quantificar i preparar per a la
sequenciacié seguint les indicacions de la casa comercial
Solexa/lllumina en el servei d'ultraseqienciacié del Centre de
Regulaci6 Genomica (CRG). Es van sequenciar 36 nucleotids per
sequéncia des d'un extrem (single end) que van produir 38257052
lectures de les quals 176262361 es van poder mapar en el genoma de
Drosophila (Drosophila melanogaster Dm3).

Tecniques d’analisi de RNA

Sintesi de sonda de cabut

La sonda de cbt es va sintetitzar a partir del plasmidi pBluescript
(pBSK) amb el cDNA de la isoforma cbt-RA clonat mitjancant els
enzims de restricci6 Xhol i Notl, cedit per la Dra. Paricio. Primer es
van liniaritzar 10 ug de DNA plasmidic amb els enzims Sall (sonda
sense) i BamHI (sonda antisense), el resultat de la digestié es va
purificar amb el kit Quiaquik PCR (Qiagen). Per a la transcripci6 in
vitro es van utilitzar les DNA polimerases T3 (sonda sense) i T7
(sonda antisense) (Promega) i dNTPS marcats amb digoxigenina (Dig
RNA labelling Mix Roche) Les condicions i quantitats de reactiu es van
establir seguint les recomanacions de la casa comercial.
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Posteriorment es va tractar la mostra amb DNAsa (Zymo
Reserch) per tal d’eliminar el cDNA i es va purificar el RNA sintetitzat
amb el kit d’extraccié Mini RNA Isolation Kit (Zymo-Reserch) seguint
les instruccions del fabricant. Finalment es va hidrolitzar la sona amb
un tractament de carbonate buffer 2X a 65°C durant 40 minuts y es
van purificar novament les mostres

Hibridacid in situ
La hibridacio in situ es va fer seguint el protocol descrit previament
. Les larves es van disseccionar i fixar 20
minuts amb una solucié de formaldehid (FA) al 4% en PBS1X i 20
minuts en FA al 4% en PBTween (PBS 1X, Tween20 0,1%), es van
rentar amb PBTween i deshidratar amb diferents concentracions
d’etanol per a congelar a -20°C. Posteriorment es van rehidratar les
mostres i fixar novament amb FA4% en PBTween. Es va realitzar un
tractament de Proteinasa K (50ug/ml) durant 2 minuts i dos
tractaments de glicina (2mg/ml) d’'un minut. Es van rentar les mostres
amb PBTween i es van tornar a fixar amb FA4% en PBTween.

A continuacio es va fer una prehibridacié de 10 minuts a 55°C
amb una solucié 1:1 PBTween i solucié A (100ug/ml esperma de
salmé desnaturalitzat, 50ug/ml heparina, 50% Formamida, 5x SSC
(3M NacCl, 0,3M Citrat de sodi),0.1% TweenZ20) i 30-60 minuts a 55°C
amb solucié A. La hibridacié es va fer a 55°C durant tota la nit amb
una solucio de sonda de cbt diluida en solucié A (1:200). Després es
van fer una série de rentats amb soluci6 B (50% Formamida, 5x
SSC,0.1% Tween20) i PBTween. Les mostres es van incubar 1,5
hores amb un anticos anti-digoxigenina, es van rentar i incubar amb
AP buffer (100mM NaCl, 50mM MgCI2, 100mM Tris-HCI pH 9,5,
Tween20 0,1%) i finalment es van revelar amb un preparat dels
reactius NBT/BCIP (Reinholz et al.) o bé amb les Fast Red tablets
(Reinholz et al.) per a les hibridacions in situ fluorescents.



Extraccid de RNA i RT-PCR

Les extraccions de RNA dels discs imaginals d’ala es va realitzar
mitjancant el kit d’extracci6 Mini RNA Isolation Kit (Zymo-Reserch)
seguint les indicacions del fabricant.

Per a realitzar la retrotranscripcio es van utilitzar 0,5 ug (per a
'experiment de discs regenerats) o 1ug (per a I'experiment de
sobreexpressio de cbt i els mutants de N). Es va utilitzar la
retrotranscriptasa M-MLV (Promega) seguint les indicacions del
fabricant.

Quantificaci6 de RNA per Quantitative RealTime PCR
(QRT-PCR)

Les PCR quantitatives es van realitzar utilitzant els termocicladors
7700 ABI PRISM, Applied Biosystems (discs regenerats) i 7500 Fast
Real-Time PCR System, Applied Biosystems. En el cas dels discs
regenerats es van utilitzar sondes i oligonucledtids TagMan
dissenyades per Applied Biosystems i una Master Mix per a la reaccio
(Applied Biosystems), en la resta de casos es van dissenyar
oligonucleotids amb el programa Oligo6 i es va utilitzar Sybr Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems) per a la reacci6. En tots els
casos es van realitzar un minim de dues repliques biologiques per a
cada experiment. Les dades van ser analitzades mitjancant el métode
AACt seguint les indicacions de la casa comercial. En el cas dels discs
regenerats es van utilitzar com a gens control: dia, mRpL9 i ptp61F
(que no presentaven canvis de nivell d’expressio en els microarrays de
discs regenerats) i es van normalitzar les dades utilitzant el programa
geNorm . En el cas de la sobreexpressié de cbt
es va utilitzar sply com a gen control (tot i que els resultats eren
reproduibles també amb els controls fis-1 i mRpL40, cap dels tres
gens és gen diana de cbt i tots s’expressen en el disc d’'ala). En el cas
dels mutants de N es va utilitzar ash2 com a control negatiu per a la
normalitzacié (aquest gen no presenta canvis dexpressido en
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microarrays de cél-lules S2 amb guany i pérdua de funci6 de N
(GSE2863).

Microarrays d’expressio

La hibridacio i normalitzacio dels microarrays de dos colors va ser
realitzada préviament al laboratori . Els
microarrays es van dissenyar a la Plataforma de Transcriptomica
(SCT-PCB Universitat de Barcelona) utilitzant la versié Drosophila
genome Oligo Set 1.1 (Operon Biothecnologies Inc., Huntsville, AL.,
USA). Es van realitzar 2 extracions de RNA independents de discs
regenerats a 0, 24 i 72h, per fer comparacions de 0-24h i de 24-72h.
Es van hibridar 4 microarrays per cada condicié. Es van obtenir els
resultats amb l'aparell Axon4000B scanner i el programa GenePix
Pro6 (Molecular Devices Corp., Sunnyvale, CA, USA). Les dades es
van analitzar amb el paquet Limma del software Bioconductor,
utilitzant els mateixos criteris per a totes les mostres. Finalment es van
normalitzar utilitzant el métode mad de OLIN. Es van considerar els
gens que presentaven canvis d’expressié d'un minim de l'ordre de 2
cops el valor incial (p-valor < 0.05). Les dades crues i normalitzades i
els detalls sobre la hibridacié es poden consultar a la base de dades
Gene Expression Omnibus (Adkins et al.)

amb el numero d’accés
GSE17408.

Tecniques d’analisi de proteines

Tincions immunohistoquimiques en discs imaginals

Els discs imaginals van ser fixats en paraformaldehid al 4% en PBS
1X (10-20 minuts), es van bloquejar amb una solucié de bloqueig
(PBS 1X, 0,3% Tritd X-100, 2% BSA) durant 1 hora i es van incubar
tota la nit a 4°C amb Il'anticos primari diluit en solucié de bloqueig.
Després de 3 rentats amb PBT (PBS 1X, 0,5%Tritd X-100) i d’'un nou
bloqueig (30 min) es van incubar les mostres amb l'anticos secundari



2-3h. Finalment es van rentar les mostres amb PBT i es van muntar
les preparacions en solucié antifade en glicerol/PBS (SlowFade
Antifade kit, Invitrogen).

Electrophoretic movility shift assay (EMSA)

Per a I'assaig EMSA es van sintetitzar les proteines DFos-B i Jun in
vitro a partir de plasmidis ( , cedits per el Dr.
McGinnis) amb el kit quick-coupled transcription/translation system
TNT (Promega) seguint les indicacions del fabricant. Vam comprovar
la sintesi de les proteines per electroforesi en gel d'acrilamida i
western blot amb un anticds anti-myc(tag) (figura 13).

Jun DfosB

Figura 13. Sintesi in vitro de les proteines Jun i DfosB. Resultat del WB
amb l'anticés anti-myc(tag). Es van correr 5 ul de proteina sintetizada en
cada cas. Al carril de I'esquerra Jun i a la dreta DfosB.

Posteriorment 500 pmols de cada oligonucledtid de cadena simple es
van incubar en tampo6 d’hibridacié (10mM Tris base pH7,5, 20mM
NaCl) a 95°CC per obtenir fragments de DNA de doble cadena.
Després es van marcar amb [P*JATP (Perkinelmer) mitjancant la
polynucleotid kinasa T4 (New England BioLabs) 30 minuts a 37°CC.
Les dobles cadenes de DNA marcades es van purificar amb el kit
QIAquick Nucleotid Removal kit (Qiagen). De 10 a 20 fmols de DNA
marcat radioactivament i 1 yl de proteina sintetitzada in vitro van ser
incubats en tampd d'unidé (25mM Hepes pH7,9, 100mM KCI, 1mM
DTT, 1% polyvinylalcohol, 1% Nonidet P-40, 0,1%BSA, 10% glicerol,
20ug/MI poly(dl-dC) 20 minuts a 4°CC. Finalment les mostres es van
cérrer en un gel d’acrilamida 4% i 0,5X TBE. El gel es va deshidratar i
es va autoradiografiar amb el Fosfoimager.
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Electroforesi en gel d’acrilamida (SDS-PAGE)

Vam utilitzar gels amb un 5% d’acrilamida a la part concentradora i
diferents percentatges d’acrilamida (8%, 10%) a la part separadora del
gel. Les mostres es van incubar a 95°CC 3 minuts en tampd de
carrega de proteines (PLB) amb B-mercaptoetanol (1,5M). Es va
utilitzar tampé Laemmli (0,1% SDS, 192mM glicina, 25mM Tris base
pH 8,3) per a correr les mostres. Com a marcador de pes molecular
vam utilitzar el marcador Precision Plus Protein Standards All blue
(BioRad).

Western blot

Les proteines separades en el gel d’acrilamida es van transferir a una
membrana de PVDF (previament activada amb metanol) tota la nit a
4°C a 50V en tampo de transferencia (192mM glicina, 25mM Tris base
pH , 15% metanol). La membrana va ser bloquejada (5% llet en pols,
0,05% de Tween20en PBS) i incubada amb I'anticos primari diluit en
PBTween 0,05% durant 1,5h. Després de rentats amb solucié de
bloqueig es va incubar amb l'anticos secundari i es va rentar
novament. Finalment es va revelar la membrana amb el kit
Chemiliminiescence Detection kit EZ-ECL (Biological industries) i es
va exposar amb films d’autoradiografia SuperRX (Fujifilm). Els films es
van revelar amb una reveladora automatica (Fujifilm FPM-100A).

Analisi d'imatges

Les imatges confocals van ser obtingudes amb els microscopis
confocals Leica SP2 i SPE, mentre que les imatges de camp clar van
ser obtingudes amb el microscopi Leica DMLB. Totes les imatges es

van processar i quantificar amb els programes ImageJ i Adobe
Photoshop 10.0.



Analisi bioinformatica

Analisi funcional

Per a les analisis funcionals es van utilitzat les bases de dades AmiGO

i Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery (DAVID)

. Aquestes eines detecten I'enriquiment
de categories funcionals Gene Ontology (GO, )
associades a un conjunt de gens. Per a validar estadisticament
aquests enriquiments els algoritmes consideren els enriquiments de
categories funcionals GO en tot el genoma com un segon conjunt de
gens i es comparen els dos enriquiments estadisticament. En tots els
casos només es van considerar aquelles categories que presentaven
p-valors < 0.05. Per a determinar quins gens del conjunt de gens diana
de Cbt pertanyen a vies de senyalitzacié vam utilitzar les dades de

Gene Ontology (GO, ), de la base de dades Kyoto
Enciclopedia of Genes and Genomes Pathway (KEGGPATHWAY)
i la bibliografia.

Analisi de motius

Per a la cerca de motius es van utilitzar les bases de dades Jaspar
i Transfac i el
programa MatScan que dona una llista de
I'enriquiment de factors coneguts en un conjunt de seqiéncies. Per a
la cerca de possibles motius de Cbt vam utilitzar el programa Multiple
Em for Motif Elicitation (MEME)
Aquest algoritme busca
sequeéncies al atzar conservades dins de un conjunt de sequéncies de
DNA, destacant aquelles seqiiéncies que tenen en comu.
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Analisi del ChIPSeq

Es va utilitzar el programa PeakSeq per a
normalitzar les dades obtingudes, aquest programa permet identificar
les regions significativament enriquides d’'un Chip-Seq comparant-les
amb una mostra control o input (sense immunoprecipitacidé). Només es
van considerar aquells pics que presentaven un p-valor < 1*°. Es van
obtenir 1951 sequéncies diana de Cbt. El perfil de pics i sequéencies
diana de Cbt es van visualitzar com a pistes de la base de dades de
University of California Santa Cruz (UCSC) Genome Browser

. Les dades crues i normalitzades del ChlP-Seq de Cbt es
poden consultar a la base de dades GEO amb el nimero d'accés
GSE40958.

Per a descriure la posicié que ocupa Cbt respecte els seus
gens diana es va dissenyar un algoritme que calculava la distancia
entre les sequencies diana de Cbt i el inici de transcripcié (TSS) més
proxim a 3' o 5. Mitjancant les sequéncies de referencia RefSeq

vam determinar els gens que presentaven Cbt en
el seu promotor (de -1000 a +100 parells de bases (pb)) i/o en el seus
introns. Agquest analisi ens va permetre descriure 2060 gens com a
gens diana de Cbt.

Per a I'estudi dels nivells d’expressio en el disc d’ala dels gens
diana de Cbt i les marques d’histones dels seus promotors vam
emprar dades de RNA-Seq de disc dala

i dels ChIP-Seqs de H3K4me3 i H3K27me3
, respectivament.

Les interseccions entre els gens diana de Cbt i els de Sin3A i

GAGA Factor (GAF/Trl) es van calcular utilitzant les dades del projecte

. Per a determinar la posicio
d’aquests factors respecte els TSS dels seus gens diana es va fer una
representacio grafica de la sobreposicid dels pics de cada factor
localitzats en promotors respecte el TSS dels gens diana comuns.



Estudi a gran escala Yeast-One Hybrid (Y1H)

Per a realitzar I'estudi de Y1H vam seguir les indicacions descrites
préviament . Vam clonar en vectors pMW2
(PBDHis), amb els enzims de restriccio Notl i Xhol, 3 sequéncies
independents de 600 bp que cobreixen uns 1500 parells de bases del
promotor de cbt solapant-se entre elles: seqiencia 1 (Seq 1,
chr2L.:479,683-480,252), sequéncia 2 (Seq 2, chr2L:479,683-480,252)
i sequéncia 3 (Seq 3, chr2L:480,583-481,165). D’aquesta manera les
sequéncies de DNA estaven insertades a 5’ del gen de la histidina3
(HIS3).

Vam lineartitzar les construccions amb I'enzim Aflll (1h a 37°C)
per tal de permetre la integracié del plasmidi en el genoma del llevat.
Vam transformar llevats competents per xoc termic amb els plasmidis
linearitzats, seguint protocols estandards, i els llevats resultants es
van deixar créixer en plagues selectives per histidina (H-). De les
colonies obtingudes vam seleccionar de 6 a 8 colonies per cada
construccio i les vam fer créixer en medis selectius (H- amb inhibidor
d’histidina 3-amino-1,2,3-trizole a diferents concentracions 10, 20 i 50
mM). L'analisi del creixement de les colonies en aquest medi permet
seleccionar les colonies que presenten una integracid Optima del
plasmidi en el genoma (nivells basals d’expressio d’histidina).

Es va utilitzar per a I'experiment de Y1H a gran escala una
col-leccid6 AD-TF de 722 factors de transcripcié (96% dels factors de
transcripcié descrits al genoma de Drosophila). Aquests clons
contenen el factor de transcripcié clonat en pauta amb un domini
d’activacié (AD). La teécnica de Y1H consisteix en introduir en una
mateixa ceél-lula una proteina amb un domini d’activacié i una
sequencia de DNA a 5 d'un gen selector. El creixement d’aquesta
cel-lula en un medi selectiu (deficient per a la proteina codificada per
el gen selector) només es produeix si la proteina amb el domini
d’'activacié s’esta unint a la sequéncia de DNA promovent I'expressio
ectopica del gen selector (figura 14).
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Figura 14. Técnica Yeast One Hybrid (Y1H). La técnica del Y1H es basa en
transformar soques de llevat amb factors de transcripcié (TF) fusionats a un
domini d’activacié (AD). Aquestes soques contenen una seqgiiéncia promotora
o0 enhancer (DNASeq) a 5’ d'un gen selector (HIS3) integrada en el genoma.
Si el factor de transcripcio té capacitat d’'unir-se a la seqiéncia DNASeq el
domini AD activara I'expressio del gen HIS3 permetent el creixement del
llevat en un medi selectiu.

Mitjangant una plataforma robotica de transformacié es van
transformar llevats que portaven les sequencies 1, 2 o 3 insertades en
el genoma amb cadascun dels 722 factors de transcripcio de la
col-leccio AD-TF. Les cel-lules transformades es van deixar créixer en
un medi permissiu (-H -Trp, només selecciona les colonies
cotransformades). Un cop les colonies van estar formades es van
replaquejar, mitjancant un robot d'array, per quadruplicat en medis
permissius i medis selectius (amb diferents concentracions de 3-
amino-1,2,3-trizole). Es van fer dues repliques de cada experiment a
gran escala.

Despreés d’'una setmana a 37°C les plaques es van fotografiar i
analitzar amb el programa TIDY. Aquest software identifica les 4
colonies d'una mateixa transformacidé, denomina el factor de
transcripcié, compara el creixement mesurant intensitat i nombre de
pixels tenint en compte la resta de la placa i assigna un valor



estadistic (p-valor) a la interacci6 DNA proteina. Es van considerar
només aquelles interaccions que eren positives en les dues répliques i
gue presentaven diferencies significatives (p-valor < 0,05).
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Capitol I: Estudi del gen cabut en la
regeneracio del disc d’ala






1. Analisi dels canvis d’expressié durant la
regeneracio dels discs d’ala

La regeneraciéo dels discs imaginals de Drosophila melanogaster
consta de tres processos diferenciats: Cicatritzacio, proliferacié i
formacio del patrd. Tal i com s’ha comentat, estudis previs mostren la
rellevancia que certes vies de senyalitzacié com JNK, Wg o Dpp tenen
durant aquest procés. No obstant aixo hi ha poques evidéncies de
quin paper tenen i quins gens estan regulant. Per determinar els gens
que participen en aquest procés a Drosophila, hem analitzat el perfil
d’expressio de discs a diferents temps de regeneracio.

Transcriptoma dels discs regenerants

Per tal d’analitzar els cavis de regulacié de I'expressio génica que es
produeixen durant la regeneracié dels discs imaginals, es van realitzar
2 microarrays de dos colors a diferents temps de regeneracid. En
aquest estudi es van comparar per una banda els perfils d’expressié
de discs d'ala de 0 i 24h i per I'altre de 24h i 72h (Figura 15). També
es van dur a terme els mateixos experiments amb discs no tallats com
a controls negatius

Figura 15. Disseny dels microarrays amb discs regen  erats. Microarrays
realitzats amb els discs regenerats comparant el perfil d’expressié de discs
d’'ala en diferents estadis del procés de regeneracio: entre 0 i 24h i entre 24 i
72h.
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Tots els microarrays van ser normalitzats seguint el mateix
procediment. El nombre de gens que presentaven canvis d’expressio
significatius (un canvi d’expressio relatiu >2 i p<0.05) es recull a la
taula 6.

c0—C24 C24—C72
Gens 1 607 116
Gens | 576 165
TOTAL 1183 281

Taula 6. Numero total de gens amb canvis d’expressi 6 durant el procés
de regeneracié. Gens sobreexpressats (1) i subexpressats (]) de 0 a 24h de
regeneracié (C0—C24) ide 24 a 72h (C24—C72).

Cal destacar que durant el primer periode de temps el nombre de
gens amb expressions modificades és més elevat que en el seglent
periode, la qual cosa apunta a que durant aquestes primeres 24h es
requereixen meés canvis a nivell de regulacio de la transcripcio.

Analisi funcional dels gens

Un cop obtinguts els gens sobreexpressats i subexpressats a cada
microarray es va analitzar a quines categories funcionals pertanyien
aquests gens. Utilitzant I'algoritme AmiGO es va
obtenir un llistat de categories de Gene Ontology (GO)

gue es trobaven enriquides en els conjunts de gens. La figura
16 mostra algunes de les categories estadisticament significatives (p-
valor < 0.05) a les quals pertanyen els 607 gens sobreexpressats
(taronja) i els 576 subexpressats (verd) de 0 a 24h.
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Figura 16. Categories funcionals enriquides en el ¢ onjunt de gens de 0 a

24h. Categories funcionals enriquides en el conjunt de gens estudiat en
comparaci6 amb el genoma de Drosophila. Es mostren algunes de les
categories estadisticament significatives (p-valor < 0.05) a les quals
pertanyen els gens sobreexpressats (taronja) i subexpressats (verd) de O-
24h. La longitud de la barra indica la significacio (-log(p-valor)). El nombre a
I'interior de les barres fa referéncia al nUmero de gens que pertanyen a cada
categoria.

S’observa com durant les primeres 24h del procés de regeneracio
s'incrementa I'expressié de gens lligats a mort cel-lular, resposta a
estres, desenvolupament tissular i activitats estructurals, aixi com
gens lligats a les vies de senyalitzacié de la JNK, N i MAPKK, vies que
s’han associat previament a processos regeneratius en Drosophila i
altres organismes. D’altra banda, dins dels gens subexpressats,
aguesta analisi ens mostra un enriquiment en gens lligats a processos
metabolics i processament del RNA. Pel que fa als gens amb canvis
d’expressié durant el segon periode estudiat, de 24 a 72h, les
categories enriquides coincideixen amb les que es van trobar de O-
24h, pero en la majoria dels casos el comportament a nivell
d’expressio és al revés (figura 17). Es a dir, en aquest cas els gens
relacionats amb la resposta a l'estres, el desenvolupament o la via de
la JNK es troben subexpressats mentre que aquells gens que
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presenten funcions associades a processos metabolics es troben
sobreexpressats, suggerint que la resposta inicial del texit ja ha
finalitzat i que s’estan restablint les funcions basiques en el disc.

24-72h

o e
Mort cel-lular _
Resposta a estrés
Desenvolupament tissular
Activitat estructural _
Cascada de la JNK _

Senyalitzacié via Notch

Cascada de la MAPKK

Sobreexpressats
I Subexpressats

Metabolisme cel-lular

Processament de RNA

Transcripcio

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
-log(p-valor)

Figura 17. Categories funcionals enriquides en el ¢ onjunt de gens de 24
a 72h. Categories funcionals enriquides en el conjunt de gens estudiat en
comparaci6 amb el genoma de Drosophila. Es mostren algunes de les
categories estadisticament significatives (p-valor < 0.05) a les quals
pertanyen els gens sobreexpressats (taronja) i subexpressats (verd) de 24-
72h. La longitud de la barra indica la significacié (—log(p-valor)). El nombre a
I'interior de les barres fa referéncia al nimero de gens del grup que pertanyen
a cada categoria.

Cal destacar que entre els gens sobreexpressats durant ambdos
periodes de temps trobem un enriquiment de gens relacionats amb la
regulacio de la transcripcid, entre els quals hi ha diversos factors de
transcripcié com Arm, Cbt o Medea (Med) i reguladors de la cromatina
com Abasent or small homeotic disc (ASH2) o HDACG6. Aquest fet
suggereix que durant les primeres 72h de la regeneracié dels discs
imaginals s’han de produir canvis a nivell de la regulacio
transcripcional i que aguests seran necessaris per a que es pugui
acomplir correctament el restabliment del teixit perdut.



Gens diana del factor AP-1

Un dels objectius d’aquest treball és identificar gens diana de vies de
senyalitzacio, com la via de la JNK, necessaries durant la regeneracio.
La via de la JNK activa I'expressio dels seus gens diana a través del
factors de transcripcié Activator protein 1 (AP-1) que S'uneix a la
sequencia consens TGACTCA . Per tal de determinar
gens diana d’AP-1 entre els gens identificats en els microarrays es va
realitzar una cerca computacional de llocs d'unié d’AP-1 en els
promotors proximals dels gens (al voltant de 1000 parells de bases
des del inici de transcripcié (TSS)). Es va utilitzar I'algoritme MatScan

per obtenir la llista dels putatius
gens diana d’AP-1, seleccionant només aquells motius que es
trobaven conservats en un minim de 5 espécies de Drosophila i que
presentaven significacio (p-valor < 0.05) tenint en compte I'abundancia
de motius AP-1 en el genoma.

Aquest estudi va permetre descriure llocs d’'unié d’AP-1 en els
promotors de 21 gens sobreexpressats de 0 a 24h (taula 7). Dos
d’'aquests gens AnnlX i Thor també estaven sobreexpressats de 24 a
72h durant la regeneracié, perd no es van trobar motius AP-1
significatius en gens que nomeés estaven sobreexpressats durant el
segon periode. D’altra banda dins del conjunt de gens amb canvis
d’expressid de 24 a 72h es van trobar 15 gens subexpressats.
Aquests resultats concorden amb el que cabria esperar de gens diana
de la via de la JNK, ja que sabem que aguesta via s’activa durant les
primeres hores del procés de regeneracio assolint el seu punt maxim a
les 12h i posteriorment disminueix la seva activitat

. A més cal tenir en compte que alts nivells d’activitat de la via de
JNK sostinguts durant un llarg periode de temps acaben provocant
I'activacié de processos de mort cel-lular
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Descripcio

AnnlX i i Proteina d'uni6 a actina, patré D/V del disc d'ala
cht i l Zn finger, tancament dorsal, morfogénesi del disc d'ala
CG10126 1 Proteina d'uni6 a calci, neurogenesi
CG10337 i l
CG18507 1
CG1896 1
CG3164 i Proteina amb activitat ATPasa
Proteina d'unié a diacilglicerol, Zn finger, tansduccié de
CG6613 1 senyals
CG8712 I
Cht6 1 Activitat quitina, catabolisme de quitina
Edg78E 1 l Proteina de cuticula
galectin 1 Proteina d'unié a galactosids
h i Factor de transcripcié hlh
msi i Proteina d'unié a RNA, manteniment de cél-lules mare
nec i Inhibidor d'activitat endopeptidasa, resposta immune
obst-E 1 Activitat quitina, catabolisme de quitina
ple 1 l Resposta a estrés, regulacid del desenvolupament
sda 1 l Resposta a estimuls mecanics
SP18 1 l Inhibidor d'activitat endopeptidasa, proteolisi
Thor 1 1 Resposta a estrés, regulacio de creixement
Tsf3 1 Transportador transmembrana de Fe, defensa a bacteris
unc-115 i
vir-3 i Resposta de defensa a virus
yellow-b 1

Taula 7. Gens sobreexpressats de 0 a 24h amb motius ~ AP-1 predits en el
seus promotors. S’indica els canvis d'expressié que presenten de 0-24h i de
24-72h i una breu descripcié de la funci6 del gen.

Les dades observades indiquen que els gens diana de la via de la INK
augmenten d’expressié durant les primeres 24h de regeneracio,
coincidint amb la pujada de la JNK. De fet, I'analisi del conjunt de gens
gue estan sobreexpressats de 0-24 i subexpressats de 24-72h revela



que el 12% d’aquests gens presenten motius AP-1 en el seu promotor
proximal. Aquests resultats suggereixen que els gens diana de la JNK
presenten una regulacié transcripcional molt fina en la regeneracio.
Dins del conjunt de putatius gens diana de la JNK trobem gens
associats a categories funcionals com resposta a estres, resposta a
estimuls, defensa immunologica i algunes categories lligades a
desenvolupament del disc imaginal d’'ala.

Alguns dels gens identificats es troben lligats a la via de la INK
en altres contextos. Aixi per exemple el gen pale (ple) s’activa en
resposta a ferides a I'epiteli en embrié via INK .
cbt esta implicat en el tancament dorsal durant I'embriogénesi de
Drosophila (procés que comparteix similituds amb el tancament d’'una
ferida ) i esta regulat per la via de la INK

A partir d'aguestes dades es va escollir el gen cbt com a
candidat per a continuar amb un estudi monografic sobre la funcio
d’aquest gen en regeneracio i la seva relacié amb la via de la INK.
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2. Expressi6o del gen cabut durant la

regeneracio6 del disc d’ala

La via de la JNK regula I'’expressi6 de cabut en el disc d’ala

Coneixent que la via de la JNK podia regular I'expressié de cbt en
embrié (Munoz-Descalzo et al., 2005) ens vam preguntar si I'activitat
d’'aquesta via podia regular I'expressié de cbt en el disc imaginal d'ala.
Mitjancant hibridacié in situ vam comprovar que I'expressio de cbt en
el disc imaginal d’ala és lleu i ubiqua en tot el disc (figura 20A). Aquest
tipus de patr6 fa pensar que I'expressio basal de cbt en el disc d’ala no
esta regulada per la via de la JNK, donat que no hi ha evidéncies que
la via estigui activa a totes les cél-lules del disc. Tanmateix si
sobreactivem la via de manera ectopica, mitjancant la sobreexpressié
d'un al-lel constitutivament actiu de la JNKK hemipterus (hep®*) en el
compartiment posterior del disc, observem un increment de I'expressio
de cbt (figura C). Aquest fet demostra que la via de la JNK pot regular
els nivells de cbt en el disc d’'ala.

wt B . wi en>hepA

Figura 20. Expressio de cbt en el disc d'ala i regulacié per la via de la
JNK. Hibridacié in situ de cbt en un discs d'ala de I'estadi de LIIl. (A)
L'expressié de cbt és ubiqua en tot el disc d'ala en condicions salvatges en
comparaci6 amb (B) control negatiu utilitzant una sona sense. (C)
Sobreexpressio de l'al-lel hepCA en el compartiment posterior on s’expressa
engrailed (en) (enGal4, Gal80"/UAS-hep A), s'observa un increment de
I'expressio del gen cbt en aguest compartiment.

Expressié de cabut durant la regeneracié del disc d’ala

Les dades dels microarrays analitzats mostren un increment de
I'expressio de cbt de 0 a 24h i una baixada de 24 a 72h. Per tal de



confirmar aquests resultats vam realitzar extraccions de RNA de discs
de 0, 24 i 72h de regeneracio i vam quantificar els nivells d’expressio
del cbt mitjancant la técnica de Real-time PCR.

La figura 21A confirma que I'expressié de cbt augmenta de 0 a 24h i
disminueix a les 72h. A més aquesta tecnica ens permet definir que a
les 72h els nivells de cbt assoleixen els seus nivells basals, cosa que
no ens permetien coneéixer els arrays de dos colors. A més per
determinar on és localitza 'augment d’expressio de cbt vam realitzar
hibridacions in situ de cbt en discs a 24h de regeneracio (figura 21B).
Agquests resultats mostren un increment de I'expressio de cbt en les
cél-lules proximes a la ferida, concretament a la zona del blastema.
Aquest tipus d’expressié recorda I'expressié que presenta el gen diana
de la via de la JNK puc que s'utilitza com a gen reporter de la via
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Figura 21. Expressi6 de cbt durant la regeneracié del disc d’ala. (A)
Quantificacié de I'expressio del gen cbt mitjangant Realtime PCR de discs a
0, 24 i 72h de regeneracio. S'observa com I'expressié augmenta a les 24h i
recupera els seus nivells basals a les 72h. (B) Hibridacié in situ de cbt en
discs d'ala a 24h de regeneraci6. Es pot veure que l'increment de I'expressié
de cbt esta localitzat als marges de la ferida, a la zona del blastema.

Finalment, per confirmar que aquesta inducci6 de I'expressio del gen
cbt en regeneracio és deguda a una resposta del teixit enfront al dany
ocasionat i no a cap efecte produit per la técnica de fragmentacio i
cultiu in vivo dels discs, vam analitzar el perfil d’expressié de cbt en
discs regenerats mitjancant el metode d’induccié de mort cel-lular
(CDIR). L'expressio temporal del gen proapoptotic reaper (rpr) en el
domini del gen spalt major (salm) produeix la mort de les cel-lules
d’aquest domini que son extrudides per la part basal del disc. A la
figura 22A i 22A’ s’observa com a la zona apical del disc les cél-lules
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que tanquen la ferida presenten nivells d’expressio de cbt més elevats
que els que trobem a la resta de cél-lules situades més basalment
(figura 22B i 22B"). Aguestes dades demostren que davant qualsevol
procés regeneratiu del disc d'ala es produeix un augment de
'expressié del gen cbt en aquelles cél-lules que duen a terme la
regeneracio. Els resultats obtinguts suggereixen que Cbt podria tenir
un paper important per a la restauracio del teixit perdut davant danys
mecanics o fenomens de mort cel-lular.

ARG HAKE

salm>rpr| B’ salm>rpr

Figura 22. Expressi6é de cbt en un disc en regeneracio induida per mort
cel-lular (CDIR). L'esquema (adaptat de

representa una projeccio en I'eix Z d'un disc després de 10h d'induccié de
mort cel-lular. S’observa com el tancament de la ferida es produeix primer per
la zona apical del disc (A) mentre que les restes apoptotiques sén extrudides
per la part basal (B). (A i B) Hibridacio in situ fluorescent del gen cbt (blau) en
un disc 10h CDIR; en vermell marcatge nuclear. (A) Seccié confocal de la
part apical del disc on s’observen les cél-lules que estan tancant la ferida. (A")
Ampliacié del requadre de A. (B) Seccié confocal de la zona basal del disc on
es pot veure el domini de salm on s’ha induit la mort cel-lular (linia
discontinua). (B’) Ampliacié del requadre de B. Comparant els nivells
d’expressio del gen cbt en A’ i B’ s'observa que el marcatge és més intens en
aquelles cél-lules que es troben a la part apical del disc tancant la ferida.
Barres d’escala: 50um.



cabut com a gen diana de la via de la JNK

L’expressio del gen cbt en les cél-lules del marge de I'epidermis durant
el tancament dorsal de I'embrié depen de l'activacio de la via de la
JNK , tot i aixi no estava demostrat que
aquesta activacié es produis de manera directa ni estava descrita en
altres teixits. Donat que el promotor proximal de cbt presenta un lloc
d'uni6 d’AP-1, es va voler comprovar la capacitat del factor AP-1
d’'unir-se a aquest motiu descrit. Aquest motiu AP-1 es troba localitzat
aproximadament a uns 1000 pb del lloc d'inici de transcripcio de la
isoforma A de cbt en una regio que presenta alta conservacio dins de
la familia Drosophilidae (figura 18).
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Figura 18. Sequeéencia d’'unié d’AP-1 del promotor de cbt. A la part superior
representacid de la localitzacié en el genoma de I'AP-1 (requadre lila)
respecte el gen cbt. A la part inferior seqiiéncia exacte del motiu d'unié AP-1 i
la seva conservacié en diferents espécies de Drosophila.

Per tal de comprovar la capacitat d’'unié del factor AP-1 a la sequéncia
descrita en el promotor de cbt vam realitzar un assaig EMSA que
permet detectar la unié entre proteines i una sequéncia concreta de
DNA. Tal i com s’havia fet per confirmar altres gens diana d’AP-1

es van sintetitzar in vitro les proteines Jun i D-
fosB i es van combinar amb la seqiiéncia de DNA del promotor de cbt
que conté el motiu d’'unid6 d’AP-1. El resultat d’aquest assaig mostra
que tant Jun com D-fosB individualment (per tant formant
homodimers) com combinats (formant heterodimers) tenen capacitat
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d’'unir-se a la sequéncia AP-1 del promotor de cbt provocant un retard
durant l'electroforesi, degut al pes molecular de les proteines (figura
19). Per tal de comprovar I'especificitat d’aquesta unié vam realitzar
dos controls, el primer un assaig de competitivitat (amb grans
gquantitats de la mateixa sequéncia de DNA sense marcar) i el segon
amb sequléncies que presentaven mutacions. En ambdos casos el
retard observat en el gel es perd, confirmant aixi I'especificitat d’'unio
entre les proteines i la sequencia AP-1 (figura 19, carrils positius per C
i m respectivament).

DfosB + + + + L . P i 1% Figura 19.  Assaig
C + + + EMSA amb Jun i D-
LN oy, o L fosB i la sequéncia
AP-1 del promotor de
cbt. Imatge del gel on
s’observa el retard
produit per la unid
entre les proteines D-
fosB /o Jun a la
seqliencia de DNA del
promotor de cbt. El
signe + indica la
preséncia de proteina i
el tipus de sequéncia
utilitzada.C indica
assaig de competitivitat
i m mutaci6 en la
seqlieéncia de I'AP-1.
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3. Funcié de Cabut durant el procés de
regeneracio

La dinamica d'expressio de cbt i la seva localitzacié durant la
regeneracio del disc d'ala apunten a que aquest factor de transcripcio
podria tenir-hi un rol important en aquest proceés.

Cabut esta implicat en el tancament de la ferida

Tal i com s’ha comentat després d’una lesié els discs imaginals han de
patir 3 processos diferenciats per acomplir una completa regeneracio:
el tancament de la ferida, el restabliment del teixit perdut mitjancgant la
divisio cel-lular i la restauracio del patré. Per tal de determinar el paper
del factor de transcripcié Cbt durant la regeneraci6 del disc d’ala vam
analitzar discs provinents de soques mutants de cbt després de
fragmentar-los i mantenir-los en cultiu in vivo durant 24 i 48h (figura
23). Degut a la importancia que té aguest gen durant I'embriogénesi la
majoria dels individus mutants homozigots per cbt moren abans
d'arribar a I'estadi de LI, és per aixd0 que els individus utilitzats per a
realitzar aquests experiments eren mutants en heterozigosi, la qual
cosa ens permet tenir un fons mutant sensibilitzat tot i que no presenti
una pérdua total de I'expressié del gen.

El primer que vam analitzar va ser la capacitat de cicatritzar
que presenten els discs. Tal i com es pot observar en la figura 23 en
condicions normals meés del 90% dels discs presenten un tancament
correcte a les 24h de regeneraci6. En canvi, més d’'un 20% dels discs
mutants heterozigots per cbt en el mateix temps de regeneracio
presenten la ferida oberta. Més tard, a les 48h, el percentatge de discs
mutants per cbt que presenta una completa cicatritzacio augmenta fins
al 85%, tot i que segueix sent inferior al que trobem en condicions
normals. Aquests resultats suggereixen que la perdua parcial del gen
cbt esta produint un retard durant les primeres hores del procés de
regeneracio a nivell del tancament de la ferida.
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Figura 23. Analisi del tancament de la ferida i pro  liferacié en mutants del
gen cbt. (A) Tinci6 immunohistoquimica de Histona 3 fosforilada (PH3)
(verd), marcador de mitosis, i nuclis (vermell) en discs regenerants. A d’alt
discs a 24h de regeneracio, a la part de baix discs a 48h de regeneracio. Els
individus salvatg;es (wt) es troben a la columna de I'esquerra i els mutants de
cbt (cbt™@?2%"E1/4) 3 |a columna de la dreta. (B) Quantificacié del nombre de
discs que presenten 0 no un correcte tancament de la ferida a 24 i 48h.
S'observa com en el cas dels mutants de cbt (cbt@**" /4+) hi ha un
percentatge de discs no tancats (blanc) més elevat que en condicions
salvatges. (C) Quantificacié del numero de mitosis presents en el blastema
dels discs regenerats a 24 i 48h. Es pot observar com en els mutants de cbt
(cthP(2)2237El/+) el nombre de mitosis es inferior al esperat en condicions
salvatges. Barra d’escala: 100um. * indica p-valor<0.005.



Cabut regula la proliferacio durant la regeneracio del disc
d’ala

En el mateix experiment vam quantificar la proliferacié de tots els
discs, tan els que presentaven una correcta cicatritzacié com els que
no. La figura 23C mostra la mitjana del nombre de mitosis del
blastema per disc i es pot observar com els discs mutants per cbt
presenten un nombre de mitosis significativament menor que les
observades en condicions normals. Aquests resultats apunten a que
Cbt estaria promovent o regulant la proliferacié cel-lular dels discs en
regeneracio.

Tot i que els resultats obtinguts mostren que els mutants de cbt
presenten una reduccié en el nombre de mitosis, cal descartar que
aixo sigui degut a una acceleraci6 del cicle cel-lular. Un increment de
la velocitat de la taxa de proliferacio podria fer que observéssim
menys mitosis perqué aquestes son meés rapides. Per tal de descartar
aquest fenomen vam utilitzar el sistema de regeneracié CDIR que ens
permet analitzar la regeneracié completa en l'individuo adult. Vam
promoure la mort cel-lular del domini de salm del primordi d’ala amb la
construcci6 spalt”®-Gal4, d’aquesta manera només s’afecta el primordi
de I'ala garantint sempre la viabilitat de I'individuo.

Després de 10h d'inducci6 de mort els mutants de cbt
comparats amb els individus salvatges mostren una clara reduccié de
la superficie de l'ala (figura 24A). Aquest fet no es atribuible a cap
problema que pugui suposar la pérdua de cbt durant el
desenvolupament, doncs els controls mutants de cbt sense mort
induida (CTRL cbt®?®?2%"El) presenten una mida similar a la dels
organismes salvatges (figura 24A). Per descartar la possibilitat de que
el nombre de cel-lules de les ales no estigués afectat i la reduccié fos
deguda a una disminucié de la mida de les cel-lules, vam quantificar el
nombre de cél-lules presents en una area determinada, tant en
organismes salvatges com en mutants i no es van trobar diferencies
significatives (figura 24B). Aquestes dades confirmen que la reduccio
de I'expressié del gen cbt afecta a la proliferacié necessaria per a dur
a terme un correcte procés de regeneracio.
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Figura 24. Inducci6 de mort cel-lular en els mutant s de cbt. (A)
Quantificacio de les arees de les ales després de la induccié de mort cel-lular,
la representacié grafica mostra la mida relativa de I'area de les ales res ecte
els individus salvatges regenerats. De dalt a baix, CTRL Cht=P@)2237EL,
individus control mutants de cbt sense mort induida (Spalt Gal4/
Ccht=@227EL. - Gal80ts) CDIR 10h: individus salvatges amb mort induida
(UAS-rpr; Spalt -Gal4; tub-Gal80®), CDIR 10h cbt=@227EL. individus
mutants de cbt amb mort induida (UAS-rpr; Spalt™-Gald/ cht@EP?27EL. 1.
Gal80®). Es pot observar que els mutants de cbt no sén capacos de
regenerar un ala completament normal. La mida d’aquestes ales és inferior a
la dels organismes salvatges que han patit el mateix procés de regeneracio. *
indica p-valor < 0.05. (B) Quantificacié del nombre de cél-lules presents en
una regié determinada de les ales de cada genotip analitzat, les barres
indiquen el interval entre el qual es troba el 95% de les mostres en cada cas.
Es pot veure com no existeixen diferencies significatives entres les mostres
analitzades, confirmant que no hi ha diferéncies entre la mida de les ceél-lules
dels diferents genotips. (C) Representacié grafica del percentatge d'individus
que mostren alteracions en el patré de venes i/o intervenes (blanc) i els
individus amb un fenotip de venes igual que els individus salvatges (Negre et
al.). S’observa que en el cas dels mutants de cbt que han sofert un procés de
regeneracio més del 80% dels individus presenten algun tipus d'alteracio en
el patro.



A més un alt percentatge de les ales dels mutants de cbt presenten
alteracions en el patré de venes (figura 24C), concretament mostren
una absencia de la vena LIl en ocasions acompanyada de pérdua de
la intervena anterior i la vena LIIl. Aquestes observacions apunten a
que cbt també podria tenir un rol en el restabliment del patr6 de les
venes durant la regeneracio.

Per determinar si I'increment de I'expressié de cbt esta lligat
amb l'establiment de la mida final del disc vam sobreexpressar cbt
durant el procés de regeneracié. Mitjancant I'expressio ectopica de cbt
en les mateixes cel-lules que induim I'expressié del gen proapoptotic
rpr i durant el mateix periode de temps, vam comprovar que les ales
amb una expressio ectopica de cbt presenten una mida més gran que
les ales salvatges induides (figura 25).
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Figura 25. Inducci6 de mort cel-lular i sobreexpres si6 de cbt.
Quantificacié de les arees de les ales després de promoure I'expressio de rpr
i cbt en el domini spaItPE. CDIR 10 wt: individus després de 10h d'inducci6 de
mort (UAS-rpr; Spalt™®-Gal4; tub-Gal80"/UAS-GFP) i CDIR 10h UAS-cht:
individus després de 10h de sobreexpressio de rpr i cbt (UAS-rpr; SpaItPE-
Gal4; tub-Gal80"/UAS-cht). S'observa com les ales que presenten una
sobreexpressio de cbt tenen una mida lleugerament, més gran que les ales
salvatges induides. * indica p-valor< 0.05.

Aquests resultats suggereixen que cbt estaria regulant el creixement i
la mida final del disc durant la regeneraci6. Durant el
desenvolupament del disc d'ala cbt també és important per a la
regulacié del creixement i I'expressio de dos gens que determinen el
patré de l'ala . Determinar quins gens 0 mecanismes
estd regulant Cbt en cada context permetria aprofundir en el rol
d’aquest gen en ambdds processos.
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En conjunt les dades obtingudes dels microrrays de discs
regenerants indiquen que durant el procés de regeneracio es
produeixen una gran quantitat de canvis a nivells d’expressié que son
necessaris per al restabliment del teixit. La preséncia de nombrosos
gens associats a la regulacié transcripcional mostren la importancia
d'una fina regulacié per a poder dur a terme aquest procés. Alguns
d’aquests canvis estan lligats a la I'activacio de la via de la INK com
en el cas del gen cbt. Els experiments realitzats demostren la
capacitat d’unié del factor AP-1 al promotor del gen cbt i que I'activacio
de la via de la JNK incrementa els nivells d’expressio de cbt en el disc
d'ala. El canvi d’expressio de cbt és necessari durant el procés de
regeneracid dels discs d'ala, no només per a una correcta
cicatritzacié, funcié associada a la via de la JNK, sin6 que també
regula el procés de creixement i formacio del patr6 del disc.



Capitol II: Analisi dels gens diana
de Cabut en el disc d’'ala






1. Localitzacio de Cabut en el genoma del
disc imaginal d’ala de Drosophila i
descripcio dels seus gens diana

Cabut és un factor de transcripcié essencial pel desenvolupament de
Drosophila melanogaster, i com s’ha demostrat en aquest treball
també té un paper important durant la regeneracié dels discs d'ala. Al
2011 es va publicar un treball en el qual es
proposava que Cbt esta implicat en la regulacio de la via de Dpp en el
disc d’ala i com a consequéncia en la regulacié del seu creixement.
Tot i les evidéncies de la importancia d’aquest factor durant el
desenvolupament del disc d’'ala és desconeixen els gens que esta
regulant. En aquest treball ens vam plantejar decriure els gens diana
de Cbt en els discs d’ala de I'estadi de LIII.

Analisi dels gens diana de Cabut

Per tal de determinar els gens regulats per Cbt vam realitzar una
immunoprecipitacio de cromatina en discs d’ala amb un anticos contra
Chbt i posterior sequenciacido (ChIP-Seq).
Despres de mapar en el genoma les dades obtingudes de la
sequienciacio vam obtenir el resultat del perfil de Cbt en el genoma
gue ens mostra els llocs concrets on es localitza Cbt en forma de pics
(figura 26).
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Figura 26. Perfil de Cbt en una regié del cromosoma 2L de Drosophila
melanogaster. Representacié del perfil de Cbt en una regié del cromosoma
2L, obtingut després de la seqienciacio del ChIP. S’observa el perfil de la
seqlienciacio del Input (gris) o control negatiu, el de Cbt (Negre et al.), les
dianes de Cbt obtingudes després de normalitzar les dades (rectangles
negres) i els gens que es troben en aquesta regié segons RefSeq (blau).

Aquest perfil va ser comparat amb el perfil obtingut de la seqlienciacio
d'un control negatiu (Input) per tal de normalitzar-lo. Mitjancant
lalgoritme PeakSeq vam determinar quines eren les regions
enriquides en la nostra mostra i aixi vam poder descriure 1951 dianes
de Cbt en el genoma de les cél-lules dels discs d’ala de LIII.

Per determinar on estan localitzades les dianes de Cbt versus
la posici6 del inici de transcripcié dels gens (TSS) es va representar la
posicio de les diferents dianes respecte el TSS més proxim. Es pot
observar que Cbt es localitza majoritariament a menys de 1000 pb del
TSS dels gens, la qual cosa indica que en la majoria dels casos es
troba unit a sequiéncies promotores dels seus gens diana o en introns
propers al TSS (figura 27).
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Figura 27. Histograma de la localitzaci6 de les dia  nes de Cbt respecte el
TSS dels gens. Representacio de la posicié que ocupen les diferents dianes
de Cbt (Negre et al.) i un conjunt de la mateixa mida de dianes aleatories
(gris) respecte el TSS dels gens que tenen més proxims en el genoma.
S’observa com més del 70% de les dianes de Cbt es troben a menys de 1000
pb.

Tenint en compte aquesta localitzacido vam descriure 2060 gens diana
de Cbt, considerant aquells gens que presenten una o més dianes
dins del seu promotor (de -100 a +1000pb des del TSS) i/o en algun
intr6. Dins d’aquest conjunt de gens en trobem alguns descrits
préviament com dpp (Mufioz-Descalzo et al., 2005), salm, omb
o el propi cbt perd també
molts gens coneguts per la seva importancia durant el
desenvolupament del disc d’ala com wg, vg 0 en (flgura 28)
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Figura 28. Gens diana del factor de transcripci6 Cb t en el disc d'ala.
Exemples de gens diana de Cbt implicats en el desenvolupament del disc
d'ala de Drosophila. A I'esquerra el perfil de Cbt (Negre et al.) sobre les
regions cromosomiques de cbt i salm. A la dreta el perfil de Cbt en les regions
d’en i wg, gens no descrits préeviament com a gens diana de Chbt.

%‘ Resultats: Capitol I



‘ Resultats: Capitol Il

(0]
IS

Un cop establerta la posicié en que es troba Cbt i els seus gens diana,
vam determinar quins tipus de gens esta regulant Cbt durant el
desenvolupament del disc dala. Vam analitzar les categories
funcionals (GO) a les que pertanyen aquests gens utilitzant el
programa Database for Annotation, visualization and Integrated
Discovery (DAVID)

Aquest algoritme permet veure quines categories funcionals es troben
enriquides dins d'un conjunt de gens respecte les categories de tots
els gens del genoma.

A la figura 29 podem observar que els gens diana de Cbht estan
associats al desenvolupament dels discs imaginals, la regulacio de la
transcripcid, la migracié i el cicle cel-lular. També trobem enriquiment
en gens lligats al desenvolupament reproductiu i neural, al establiment
de la PCP, al tancament dorsal que es produeix a I'embriogénesi, a la
regulacio del creixement durant el desenvolupament, a I'apoptosi, a la
formacio del patré D/V i a la regulacio de les vies de senyalitzacio de
Wg, TGFB, MAPKK i N entre d’altres categories menys representades.

L'enriguiment que trobem d’algunes categories coincideix amb
la anotaci6 funcional descrita per Cbt, per exemple el seu paper duran
el tancament dorsal o0 la seva implicacio
en el creixement i desenvolupament del disc d’ala per mitja de la
regulaci6 de la via de senyalitzaci6 de TGFfB
Aquests resultats confirmen I'especificitat de I'experiment de Chip- Seq
i aporten noves dades sobre possibles funcions en les que Cbt podria
tenir un rol important.
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Figura 29. Categories funcionals enriquides dins de  Is gens diana de Cbt
en el disc d’ala. Categories GO enriquides dins del conjunt de gens diana de
Cbt en comparacié amb els gens del genoma de Drosophila (p-valor < 0.05
en tots els casos). El nombre de gens que pertanyen a cada categoria
s'indica a linterior de les barres. La longitud de les barres indica la
significacié del grup.

Estat transcripcional dels gens diana de Cabut en el disc
d’ala
Actualment no és coneix amb detall el rol que té Cbt en la transcripcio
dels seus gens diana, de fet les dades que existeixen apunten en
direccions oposades. Els resultats obtinguts per Rodriguez I.
suggereixen que Cbt estaria regulant positivament els gens diana de
Dpp salm i omb. D’altra banda un treball recent en el qual s’analitzen i
es descriuen els dominis de la proteina Cbt, demostra, mitjancant
assajos amb luciferasa, que Cbt és un repressor transcripcional in vitro
. Per tal de determinar si Cbt funciona com a
factor de transcripcié repressor o activador vam analitzar en quin estat
transcripcional es troben els gens diana de Cbt en el disc d'ala. Primer
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i gracies a dades provinents de la sequenciacié6 de RNA (RNA-Seq)
dels discs d’'ala vam determinar
que en aquest teixit 197 gens del conjunt de gens diana de Cbt estan
silenciats (<1 rpkm), 1788 s’estan expressant (1-5000rpkm) i cap
presenta nivells molt elevats d'expressié (>5000rpkm). Pels 75 gens
restants no hi havia dades de RNA-Seq disponibles. Aquests resultats
indiqguen que com a minim el 86.8% dels gens diana de Cbht s’estan
expressant en el disc imaginal d’ala (figura 30).

il rpkm Figura 30. Expressio dels gens
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Aquestes dades no indiquen que Cbt sigui un repressor general de la
transcripcié, doncs la majoria dels seus gens diana s’estan
expressant. Tot i aixi no podem oblidar que dins d’aquest grup de
gens hi ha molts gens lligats al desenvolupament que sabem tenen un
patré especific d’expressio dins del disc, és a dir s’expressen nomes
en les cel-lules de certes regions del disc i estan silenciats en la resta
de cél-lules. Les limitacions de les técniques de Chip-Seq i RNA-Seq
no ens permeten saber en quines d’aguestes cél-lules Cbt es troba en
el promotor d’aquests gens i per tant no podem concloure que Cbt
sigui un activador transcripcional.



Una altra aproximacié per coneixer l'activitat transcripcional
dels gens és analitzar les modificacions de les histones (Bird, 2002).
S’ha descrit que la trimetilacié de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me3)
€s una marca que es troba en regions obertes de la cromatina i per
tant ens gens que es requereixen activats. En canvi la trimetilacié de
la lisina 27 de la histona 3 (H3K27me3) és troba localitzada en gens
silenciats en regions on la cromatina esta més empaquetada (\/olkel
and Angrand, 2007). Tenint en compte agquests coneixements vam fer
una correlacio entre els gens diana de Cbt i la ocupacié de les
marques d’histones H3K4me3 i H3K27me3 en el disc dala (Perez-
Lluch et al., 2011). A la figura 31 es pot observar que 184 gens diana
de Cbt presenten nomeés la marca repressora H3K27me3, 200 gens
estan ocupats per ambdés marques i 1228 gens presenten nomes
H3K4me3 en el seus promotors.
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Figura 31. Correlacié dels gens diana de Cbt amb le s marques H3K4me3
i H3K27me3. Correlacié de Cbt, H3K4me3 i H3K27me3 i exemples, consultar
el peu de figura a la pagina seguent.
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Aquests resultats indiguen que el 69% dels gens diana de Cbt
presenten H3K4me3 en els seus promotors. Tot i que alguns
d’'aquests gens també tenen H3K27me3, possiblement els gens que
s'expressen de forma territorial, la majoria no presenta la marca de
silenciament transcripcional. Aquestes dades suggereixen que Cbt no
actuaria com un repressor de la transcripcié en la majoria dels seus
gens diana en el disc d'ala.

(A) El diagrama de Venn mostra la correlacié entre els gens diana de Cbt
(blau) i les marques d’histones H3K4me3 (vermell) i H3K27me3 (verd), els
nameros indiquen el nombre de gens que pertanyen a cada categoria. (B)
Exemple de la regi6 cromosomica del gen H15. S’observa la trimetilacio de
'H3K27 en tota la regi6é del gen. (C) Exemple de la regié cromosomica del
gen p38b. S'observa la trimetilacio de 'H3K4 al inici de transcripcié del gen.
(D) Exemple de la regié cromosomica del gen salm. S’observa la trimetilacié
de I'H3K4 al inici de transcripcio del gen i la trimetilacio de H3K27 a la zona
de la regio del gen. Aquest tipus de perfil és habitual en gens que presenten
expressio en un determinat domini del disc. En tots els exemples en negre el
perfil de Cbt i la diana descrita.



2. Mecanismes d’accio de Cabut en la
regulacio dels seus gens diana

Els resultats del ChIP-Seq apunten Cbt com un regulador de la
transcripcié de gens necessaris per el desenvolupament del disc d’'ala
perd hi ha molt poques evidencies de com actuaria Cbt a nivell
molecular en la transcripcié d’aquests gens i a quines sequéncies
s’uniria.

Estudi computacional de les seqiiencies dianes de Cabut

Els resultats obtinguts de la comparacio de la proteina de Drosophila
amb les de vertebrats mostren que la regié que presenta una major
conservacio evolutiva és la seqliencia dels dominis Zn finger d’'unié a
DNA . Chrisman i Tindall van
descriure el motiu d'unié consens de TIEG: 5GGTGTG3 amb
experiments de mutagénesi in vitro. Altres treballs proposen que el
factors TIEG1 i TIEG2 s'uneixen a seqiéncies riqgues en CGs similars
a les del factor Spl. Cbt també té capacitat per unir-se in vitro a
sequéncies riques en CGs del promotor de en, igual que Spl i altres
factors Zn finger de la familia . Aguestes
observacions ens han portat a analitzar les sequéncies de les dianes
d'unié de Cbt per tal de determinar una possible seqiiencia consens
per aquest factor de transcripcio.
Per tal de trobar una seqgiiencia d’'unié de Cbt no descrita vam
utilitzar el programa Multiple Em for Motif Elicitation (MEME)
per cercar
motius que estiguessin conservats en les dianes de Cbt. Després de
processar les 1951 dianes de Cbt amb aquest algoritme vam obtenir
un llistat de motius enriquits (taula 8) dels quals només el primer era
estadisticament significatiu (p-valor <0.05). Aquest motiu correspon a
una sequeéncia rica en GAs que es troba 162 vegades dins de les 1951
sequéncies diana de Cbt. Tot i que no és estadisticament significatiu
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també és va identificar un motiu ric en GTs que es troba present 67
cops dins de les dianes de Chbt.
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Taula 8. Motius enriquits en les seqiéncies diana d e Cbt. Motius
enriquits obtinguts de l'algoritme MEME. S'observa les seqiiéncies del
motiu, el p-valor i el nombre de vegades que s’ha trobat aquest motiu dins el
conjunt de sequiéncies donades.

Aquests resultats suggereixen que Cbt no s’'esta unint a sequencies
amb un alt grau de conservacio, més aviat les dades apunten a que
les sequéncies d’'unié de Cbt s6n degenerades i per aixdo ho podem
identificar-les mitjancant I'alineament de les sequiencies.

Tot i que no vam poder d’identificar nous motius d’'unié per al
factor Cbt amb l'algoritme MEME el resultat de la cerca reporta un
motiu ric en la sequencia GAGA conegut per ser el motiu d’'unio del
factor de transcripci6 GAGA Factor (GAF) (Biggin and Tjian, 1988;
Omelina et al., 2011). La preséncia de motius d’'unié coneguts d’altres
factors podria indicar que aquests factors s’uneixen a les mateixes



regions que Cbt. Per aix0 vam decidir realitzar una segona
aproximacié per determinar quins motius coneguts estaven
sobrerrepresentats dins la nostra mostra de sequéncies. Vam utilitzar
I'algoritme MatScan (Blanco et al., 2006), que utilitza les matrius de la
base de dades de motius consens de Jaspar (Portales-Casamar et al.,
2010) i Transfac (Matys et al., 2003) per buscar motius coneguts i
enriquits en un conjunt de sequeéncies.

La taula 9 recull les sequéncies de matrius conegudes que es
van obtenir. Coincidint amb els resultats anteriors el motiu més
representat dins les sequencies diana de Cbt és el motiu de GAF
(també anomenat Trithorax like (Trl)), també trobem altres motius en
menys freqiencia com son motius GCs i el motiu de Spl. Les dades
obtingudes apunten que en alguns casos Cbt podria estar unit a
aquestes sequencies CGs, igual que passa amb els gens TIEGL1 i
TIEG2, tot i que no podem concloure que aguest motiu correspongui al
motiu consens de Cbt, doncs el trobem en baixa freqiéncia dins el
conjunt de sequéncies diana de Chbt.

NUm. de
posicions en les NUm. de posicions
Matrix dianes en el genoma
GAGA

FACTOR_Q6 0,0241256 816 33823
Trl 0,0239385 707 29534
MZF1_02 0,0138525 35 1763
SMAD4_Q6 0,0189621 19 1002
GC_01 0,0179739 33 1836
SP1_Q6_01 0,0177788 81 4556
SP1 0,0170862 112 6555
SP1_Q4 0,0170411 44 2582
VDR_Q3 0,0165426 20 1209
SP1 Q6 0,016 38 2375

Taula 9. Enriquiment de les matrius de les bases d e dades Jaspar i
Transfac en les sequiéncies diana de Cbt. Llista dels motius coneguts
(matrius) trobats a les seqiiéncies diana de Cbt, s’indica el nombre de
vegades que es troba el motiu dins de les dianes de Cbt i la preséncia del
motiu en el genoma de Drosophila melanogaster. La ratio indica la divisio
entre aquests dos parametres.

L'estudi de les sequencies dianes de Cbt indica que Cbt es localitza
en regions que contenen llocs d’'unié per al factor GAF. Aquest factor
de transcripcié é€s un regulador de la transcripcié de gens importants
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per al desenvolupament i sembla que podria actuar reclutant
reguladors de la cromatina tant del grup Trithorax (GTx) com
Polycomb (GPc) . Aquesta
evidéencia ens va portar a formular la hipotesi de que Cbt podria estar
actuant amb GAF com a cofactor per dur a terme la regulacié dels
seus gens.

Cofactors de Cabut

Un dels cofactors dels ortolegs de Cbt, els factors TIEG, és el
repressor transcripcional Sin3A . Tanmateix Chbt,
igual que els seus ortolegs, presenta un domini d’interaccié amb Sin3A
que és important per a la seva activitat repressora

. Sin3A és un factor de transcripcié que forma part de complexes
deacetilasa de les histones (HDAC) i regula I'activitat transcripcional
de multiples processos del desenvolupament tant en Drosophila com
en mamifers. S’ha demostrat que Sin3A és important per a la viabilitat
durant I'embriogénesi, la progressié del cicle cel-lular, la replicaci6 i
reparacio del DNA i la biogénesi mitocondrial, entre d’altres. Tot i que
la majoria d’estudis sobre Sin3A s’han basat en el seu paper com a
repressor transcripcional hi ha evidencies que Sin3A pot actuar també
com a activador de la transcripcio. Els complexes HDAC no tenen
dominis d’'unié al DNA i per tant es creu que actuen com a cofactors
d’'altres factors de transcripci6 amb capacitat d'unir-se al DNA

El domini d’interaccié a Sin3A no és I'inic domini d’interaccio
proteina-proteina que presenten aquests factors de la familia Sp1l.
TIEG1 i TIEG2 tenen una regi6 rica en prolina en el seu extrem N-
terminal i Cbt conté una regi6é rica en serina, dominis d’interaccio
proteina-proteina. Tenint en compte aquestes dades i les reportades
anteriorment vam estudiar la possibilitat que Cbt interacciones amb els
factors de transcripcié Sin3A i GAF. En primer lloc, utilitzant les dades
de ChIP-Seq de diferents factors de transcripcio extretes del projecte
ModENCODE vam determinar les correlacions
entre els gens diana de Cbt i els gens diana de Sin3A i GAF. Els
diagrames de Venn (figura 32) mostren que Cbt i Sin3A tenen en



comu 1777 gens diana (86.3% de gens diana de Cbt), mentre que Cbt
i GAF en tenen 1380 (67% del gens diana de Cbt)

A
Cbt Sin3A Figura 32. Correlaci6 entre
els gens diana de Cbt i els
2060 6475 de Sin3A i GAF. Diagrames

de Venn representant els gens

4698 diana que tenen en comu (A)
Cht (blau) i Sin3A (Abdelilah-

Seyfried et al.; Bejarano et al.)

(Bejarano et al.) (Bejarano et

al) i (B) Cbt (blau) i GAF

(taronja). Els nombres

GAF indiquen el namero de gens

4293 que pertanyen a cada

2913 categoria.

Aquestes correlacions recolzen la hipotesi de la interaccio de Cbt amb
aquests dos factors per a dur a terme la regulacié dels seus gens
diana. Cal tenir en compte perd que els factors Sin3A i GAF regulen
un elevat nombre de gens del conjunt del genoma, que els
experiments de ChIP-Seq no s’han realitzat en els mateixos teixits i
gue la correlacid no aporta evidencies de que aquests 3 factors es
localitzin en la mateixa regio del genoma.

Per determinar si la posicié d’aquests factors és similar en els
gens que tenen en comu vam fer una projeccié dels pics respecte el
TSS dels gens diana comuns (figura 33). Es pot observar que Cbt es
localitza aproximadament a -200pb del TSS, Sin3A es localitza entre
el pic de Cbt i el TSS (-100pb) i GAF ocupa una posicié més propera
al TSS tot i que 'amplada dels pics és més ampla indicant que la
llargada de les seves sequencies dianes és més llarga o que la seva
posicio és més variable, tot i trobar-se propera al TSS. Aquestes
dades suggereixen que podria existir una interaccié fisica entre
aquestes proteines.
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Figura 33. Superposicié dels pics de Cbt i Sin3A i Cbt i GAF. (A)

Representacié grafica de la superposicio dels pics de Cbt (blau) i Sin3A
(Abdelilah-Seyfried et al.) localitzats en promotors dels gens diana que tenen
en comu. (B) Representacié grafica de la superposicié dels pics de Cht (blau)
i GAF (verd) localitzats en els promotors dels gens diana que tenen en comda.
L'eix de les Y indica el nombre de lectures dels ChIP-Seqs i I'eix de les X la
posicio relativa al TSS.

Les dades obtingudes en aquest estudi suggereixen que Sin3A i GAF
podrien actuar com a cofactors de Cbt. La demostracio de la seva
interacci6 fisica requerira experiments de coimmunoprecipitacio, per
demostrar la interaccio directa de les proteines, i estudis de
col-localitzaci6 en cromosomes politénics, els quals permetran
comprovar si en una mateixa cel-lula es troben aquests factors en les
mateixes regions cromosomiques.



3. Cabutregula I'expressi6é de gens lligats a
la via de Notch

Les dades obtingudes de l'analisi del ChIP-Seq de Cbt indiquen que
molts dels gens diana de Cbt estan lligats a la regulacié de la
transcripcié i tenen funcions associades al desenvolupament dels
discs imaginals. A més també vam trobar enriquiments funcionals en
moltes vies de senyalitzacié importants per la formacié del patré i la
regulacio del creixement. A partir de les bases de dades the Gene
Ontology (GO) i Kegg Pathway i utilitzant el programa DAVID o la
bibliografia vam cercar en el conjunt de gens diana de Cbt
components, gens diana o0 gens relacionats amb les vies de
senyalitzaci6 importants pel desenvolupament: TGFB, N, Wy,
EGFR/MAPK, JNK, JAK/STAT, Hh, Hppo i TOR. La taula 10 recull els
gens diana de Cbt que pertanyen a les vies de TGFB, N, Wqg i
EGFR/MAPK (que son categories funcionals enriquides dins del
conjunt de gens diana de Cbt). El fet que estigui regulant membres de
les diferents vies recolza la hipotesi de Cbt com a regulador i mediador
de diferents vies de senyalitzacio.
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Taula 10. Gens diana de Cbt que pertanyen a les vie s de senyalitzacio
TGFB, EGFR/MAPK, N i Wg. La taula recull els gens diana de Cbt amb
anotaci6 funcional lligada a les vies de TGFB, EGFR/MAPK, N i Wg.
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En el cas de la via de Dpp, el nostre estudi confirma que cbt regula de
manera directa els gens salm i omb i aporta 16 gens més lligats a la
via de Dpp que sb6n gens diana de Cbt. També ens ha permes
descriure 59 gens lligats a la via de Wg, 29 a la de N, i 49 lligats a la
de EGFR/MAPK. Donat que una de les categories funcional
sobrerrepresentada en el conjunt de gens diana de Cbt era el

desenvolupament del patr6 D/V, i que existeixen evidéencies
experimentals que suggereixen que cbt estaria intervenint en la
formacié del marge D/V , vam establir com a

seglent objectiu d’aquest treball determinar com actua Cbt en relacio
alavia de N ila formacié del marge D/V.

Gens diana de Cabut lligats a la via de Notch

Dins dels 29 gens diana de Cbt lligats a la via de N trobem gens
descrits com a reguladors dels lligands Delta (D) i Serrate (Ser) com
aristaless (al), neuralized (neur) i apterpus (ap); reguladors del
receptor N com anterior pharinx defective (aphl) (gen del complex y-
Secretasa que és el complex que s’encarrega de tallar el receptor N
perqué pugui entrar al nucli) rumi, numb, deltex (dx), Nedd4 o lethal
(2) giant disc (I(2)gd); el coactivador de la via mastermind (lgaki et al.),
el seu repressor C-terminal Binding Protein(CtBP) i gens diana de la
via de N wingless (wg), cut (Negre et al.), diminutive (dm) i ciclina D
(cycD), entre altres (figura 34).
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Figura 34. Gens diana de Cbt de la via de N. Esquema de la via de N de
Drosophila on s’indiquen els gens diana de Cbt (blau).
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Interaccio6 genetica entre Notch i Cabut

Bejarano i col-laboradors en un experiment de cribratge en el
que es buscaven reguladors de la via de N van comprovar que la
sobreexpressio de cbt rescata la pérdua de funcié d’ap. Vam utilitzar
els mutants de cbt en heterozigosi per comprovar aquesta interaccio.
Les ales dels individus que porten un al-lel de guany de funci6 de N en
heterozigosi (N**™Y/+) s6n més gran que les ales dels individus
salvatges (wt), mentre que els mutants de Cbt en heterozigosi
(cbt=P@?2237El11) o presenten diferéncies significatives amb els
individus salvatges. Les ales dels dobles mutants de N i cbt (N*MY/+;
cbt®P@?237EL/4y tenen la mida de les ales igual que els indivius
salvatges. Aquests resultats demostren que el mutant de cbt rescata el
guany de funcio de N (figura 35).

NAX7M1/+ _
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Area relativa de les ales

Figura 35. Interaccio gpenética entre l'al-lel de gu any de funcié de N i
lal-lel mutant de cbt™ @*27E! Histograma de les arees relatives de les ales
dindividus salvatges (w), mutants de guany de funcié de N (NVMy4,
mutants de cbt (cbt"@??*™F11) i dobles mutants de N i cbt (N*™MY+;
cbt="@?237EL14y « indica p-valor <0.05.

Per confirmar que Cbt modula I'activitat de N vam utilitzar la mateixa
estratégia amb el mutant nul de N en heterozigosi (N**''/+) que
presenta ales meés petites que els individus salvatges. En aquest cas



els individus dobles mutants N®/+; cbt®?@?%El/+ presenten el
mateix fenotip que les ales dels mutants de N, per tant no mostren un
enhancement del fenotip (figura 36).
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Figura 36. Interaccio genética entre l'al-lel de pé rdua de funci6 de N i
lal-lel mutant de cbt= ®?2"E! Histograma de les arees relatives de les ales
dindividus salvatges (wt), mutants de guany de funci6 de N (N>*4),
mutants de cbt (cbt™@**"Fl/4) i dobles mutants de N i cbt (N*Y/+,
cbt®"@?B7ELy * indica p-valor <0.05.

Per confirmar els resultats obtinguts vam utilitzar un nou al-lel de cbt:
dTIEG®*, recentment publicat . Aquest al-lel rescata
parcialment el guany de funci6 de N, les ales dels individus N**™/+:
dTIEG®/+ presenten una mida més petita que les dels individus N**
Ml/+ tot i que s6n més grans que les dels individus salvatges (wt)
(figura 37). Els individus dobles mutants N**¢'/+; dTIEG®" tenen ales
més petites que les dels mutants de N demostrant que una perdua de
funcié de cbt disminueix els nivells d’activitat de la via de N. A més, a
nivell del marge D/V un alt percentatge dels mutants de N presenten
un marge D/V irregular. Tot i que no hi ha un increment de la
penetrancia d’aquest fenotip en els dobles mutants de N i cbt si
observem un increment en la severitat del fenotip, les incisions sén
més marcades i abundants (figura 38).
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Figura 37. Interaccid genética entre l'al-lel de gu any de funcié de N i
Ial-lel mutant de cbt dTIEG®". Histograma de les arees relatives de les ales
d’individus salvatges (wt), mutants de guany de funci6 de N (NAX'M1/+),
mutants de cbt (dTIEGSl4/+) i dobles mutants de N i cbt (NAX'M1/+;
dTIEGSl4/+). * indica p-valor <0.05, ** indica p-valor <0.005.
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Figura 38. Interaccié genética entre l'al-lel de pe rdua de funci6é de N i
lal-lel mutant de cbt dTIEG®". Histograma de les arees relatives de les ales
d'individus salvatges (wt), mutants de pérdua de funcié de N (N*°/+),
mutants de cbt (dTIEG>**/+) i dobles mutants de N i cbt (N>**'!/+, dTIEG®"/+).
* indica p-valor <0.0005.



Els resultats obtinguts indiquen que Cbt regula els nivells d’activitat de
la via de N afectant tant la formacié del marge D/V com la regulacié
del creixement del disc d’ala.

La sobreexpressié de cabut incrementa els nivells
d’expressio de gens diana de la via de Notch

Les dades obtingudes indiquen que Cbt es troba en els promotors o
introns de gens lligats a la via de N i que existeix una interaccio
genetica entre el factor de transcripcid Cbt i la via de N. Aquests
resultats suggereixen que Cbt estaria regulant els nivells d’expressio
de gens lligats a aquesta via. Per confirmar aquesta hipotesi vam
quantificar els nivells d’expressié de gens diana de Cbt lligats a la via
de N en discs salvatges i en discs on s’estava sobreexpressant cbt en
el compartiment dorsal (ap>cbt). A la figura 39 es pot observar la
quantificacio relativa dels nivells de RNA dels gens cycD, cut, ap i
mam. Els gens diana de la via de N cycD i cut presenten un increment
estadisticament significatiu de la seva expressié en els discs amb
sobreexpressié de cbt.
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i | ap>cht

Canvi d'expressio relatiu
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I

cbt cycD cut ap mam

Figura 39. Quantificacié de I'expressié dels gens cycD, cut, ap, mam en
discs amb sobreexpressié de cbt. gRT-PCR de discs en condicions
salvatges (ctrl, negre) i discs amb sobreexpressié de cbt en el compartiment
dorsal (ap>cht, taronja) dels gens cbt (control positiu), cycD, cut, ap i mam. A
I'eix de les Y s’indica el canvi d’expressio relatiu considerant 1 els nivells en
condicions salvatges.
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Aquestes observacions demostren que Cbt incrementa els nivells
d’expressio de gens diana de la via de N. Els dos gens testats que
formen part de la via no presenten diferéncies significatives. Les
dades suggereixen que Cbt estd regulant probablement Ia
senyalitzacio final de la via de N com a cofactor o modulador
d'aquesta. Caldria testar altres gens que formen part de la via per
descartar que també reguli I'activitat de la via modificant els nivells
d’expressio dels seus component.

En conjunt els nostres resultats reporten 2060 gens diana de
Cbt. L'analisi d’aquests gens suggereix noves funcions del gen Cbt i
ha permes identificar com a possibles cofactors d’aquest factor de
transcripcié: Sin3A i GAF. A més I'estudi detallat del paper de Cbt en
la regulacié de la via de N demostra que Cbt regula I'activitat
d'aquesta via i interve en la formacié del marge D/V i la regulacio del
creixement del disc d’ala.



Capitol Ill: Estudi de factors de
transcripcio reguladors del gen cabut






1. Estudi dels reguladors de cabut

En aquest treball hem analitzat la regulacio del gen cbt per la via de la
JNK durant el procés de regeneracid. El gen cbt, pero, s’expressa de
forma ubiqua en tots els teixits imaginals, cosa que fa pensar que els
nivells basals de cbt no estan regulats només per aquesta via. Segons
les dades de I'estudi a gran escala del projecte FlyAtlas

en l'estadi larvari cbt s’expressa en el sistema nerviés
central (SNC), a l'intesti, als tubuls de Malpighi, al cossos grassos, a
les glandules salivals, a les traquees i a la carcassa, mentre que en
els individus adults es troba expressat al cap, als ulls, al cervell, al
gangli toracic abdominal (GTA), al crop, a lintesti, als tdbuls de
Malpighi, als cossos grassos, a les glandules salivals, al cor, als
organs sexuals i a la carcassa (figura 40).

Nivell d'expressié en larva Teixit Nivell d'expressié en adult
NA Cap 805.2
NA ull 751.325
NA Cervell 559.5
2884 SNC RO
MNA GTA 480.2
NA Crop I 14201
7423 Intesti mig 8237.2
728.1 Intesti final 950
12524 Tubuls de Malpighi 524.2
776.9 Cossos grassos I 1 3cc.7
4129 Glandules salivals I 12262
NA Cor = R
591.5 Traquees NA

na  Espermateca femella verge [ 11203
na Espermateca femella inseminada I 11541
NA

Ovaris 822
NA Testicles 428
nA  Glandula accessoria mascles 101.2
777,726 Carcassa 8208

I No expressio6 (0 - 9,999)
Expressio baixa (10- 99,999)
Expressié moderada (100 - 499,999)
Expressio elevada (500 - 999,999)
B Expressio molt elevada (> 999,999)

Figura 40. Nivells d’expressié de cbt en teixits de la larva i 'adult.  Figura
modificada de FlyAtlas indica els nivells d’expressio
del gen cbt en els teixits de la larva (esquerra) i de les mosques adultes
(dreta).

Hi ha algunes evidéncies de la regulaci6 del gen cbt durant el
desenvolupament de la larva. Es coneix, com s’ha comentat, que la
seva transcripcid respon al increment de la produccié de I'hormona
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Ecdisona i també s’ha identificat cbt com a
gen diana de Fork Head (FKH, ortoleg de Fox A) implicat en I'estrés
metabolic i la regulacié negativa de la via de TOR en aquestes
condicions . En aquest estudi els autors mostren
que la transcripcié del gen cbt incrementa amb la sobreexpressio de
FKH o amb la inhibicio de la via de TOR. Finalment el nostre treball
recolza cbt com a gen diana de la via de JNK, la qual pot regular els
seus nivells tant en el disc d’'ala com en I'embrid

Analisi del promotor de cabut

Com a primera aproximacio per determinar la regulacié transcripcional
de cbt per diferents vies, condicions d’estrés o moments puntuals del
desenvolupament (com els canvis de muda, I'entrada en pupa o el
tancament dorsal), vam analitzar quins factors de transcripcié
s'uneixen al seu promotor. Vam utilitzar un metode automatitzat
desenvolupat en el laboratori del Dr. Bart Deplancke al Ecole
Polythecnique Fédéral de Lausanne (EPFL) basat en la técnica
d’interacci6 DNA-proteina en llevat Yeast-One Hybrid (Y1H)

. Aquesta metodologia permet identificar quins dels factors
de transcripcié descrits a Drosophila tenen capacitat d’'unié a una
sequéncia de DNA donada.

Vam dissenyar 3 construccions de 600 pb aproximadament
que cobreixen uns 1500 parells de bases del promotor de cbt
solapant-se entre elles: sequiéncia 1 (Seq 1, chr2L:479,683-480,252),
sequéncia 2 (Seq 2, chr2L:480,133-480,696) i sequéncia 3 (Seq 3,
chr2L:480,583-481,165) (figura 41).

Escala dm3 | {1kb
chr2L: l481,000  |480,500 480,000 479500  K79.000 478,500 la78000 477,500 477,000 |

—_ T

Figura 41. Sequeéncies promotores de  cbht. Esquema de la posicié de les
seqliéncies 1, 2 i 3 utilitzades per a I'experiment de Y1H respecte l'inici de
transcripcio del gen cht.

Cada sequéncia es va clonar en un vector (PBD-His3) a 5’ del gen de
la Histidina3. Aquestes construccions liniaritzades les vam utilitzar per



transformar llevats. Vam seleccionar una soca per a cada construccio
tenint en compte la inhibici6 del creixement de les colonies
transformades en medis a diferents concentracions de I'inhibidor de
Histidina: 3-amino-1,2,4-triazol. Aquesta seleccid garanteix una
correcte integracié del plasmidi en el genoma del llevat. Vam cultivar i
processar les soques seleccionades i finalment les vam utilitzar per a
I'experiment de cribratge de Y1H a gran escala.

Aquest experiment consisteix en transformar cadascuna de les soques
de llevat amb les sequencies integrades en el genoma (Seql, Seq2 i
Seq3) amb cadascun dels 722 factors de transcripcio de Drosophila de
la col-lecci6 AD-TF, mitjancant una plataforma robdtica de
transformacio. Els llevats transformats es deixen créixer en un medi
permissiu. Posteriorment les colonies sén replaguejades per
quadruplicat en plaques permissives i selectives. De l'analisi del
creixement de les diferents colonies de llevat a les plaques selectives
es van extreure els factors de transcripci6 que s’uneixen a les
sequencies del promotor de cbt. De cadascun d’aquests experiments
a gran escala vam realitzar dues repliques per tal de garantir
I'especificitat de la interacci6 entre el factor de transcripcid i la
sequéncia de DNA (figura 42).
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Figura 42. Analisi de la interaccié dels factors de transcripcié de
Drosophila amb les sequéncies del promotor de  cbt. Esquema del procés
de transformacio de les soques de llevat que porten les seqliéncies del
promotor de cht (per exemple Seql) amb els 722 factors de transcripcié de la
col-lecci6 AD-TF. S'observa, al mig, l'aspecte que presenta una placa
permissiva després de la transformacié (els llocs on no hi ha creixement
indiquen els pous control sense vector 0 amb vector sense insert). Finalment,
a baix, es pot veure el resultat de replaquejar per quadruplicat les colonies
amb un robot d’array en medi permissiu i selectiu.

A la figura 43 s’observa una placa obtinguda després del
processament i I'analisi de les mostres. Es pot veure com en alguns
casos la interaccié entre el factor de transcripcio i la sequéncia
promotora de cht promou I'expressid del gen de la histidina3
permetent el creixement en el medi selectiu.



Figura 43. Interaccioé entre els factors de transcri  pcid i la seqiiéncia 1
(Seql) de la regié promotora de cbt. Imatge del resultat obtingut de
I'experiment amb la construccio de la seqiéencia 1 del promotor de cbt. Cada
4 colonies representen una mateixa interaccié, cal destacar que les colonies
identificades amb un cercle presenten un creixement major al de la resta de
colonies. Els cercles vermells indiquen que la diferéncia de creixement és
estadisticament significativa (p-valor < 0,05), els cercles liles sén interaccions
detectades que no passen el llindar estadistic.

La taula 11 recull els factors de transcripcid que presenten una
interaccié estadisticament significativa amb una o més de les
sequencies del promotor de cbt. S’indica la seqliiéncia, els processos
en els quals estan involucrats els factors, si es coneix el tipus
d’activitat transcripcional que exerceixen i les vies a les que pertanyen
o0 amb les que es troben relacionats en la literatura.
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Factor de

Activadors Vies de

transcripcio

Abd-B
Antp

Ase
Bsh
CEB/P

Cf2
CG10321
CG11294
CGl11617
CG13296
CG14655
CG15710
CG17186
CG17806
CG31510
CG31875
CG34376

CG4318
CG4360
CG4496
CG6765
CG9215

CrebA
CrebB-17A
D
Dif
dmrt93B

GATAd
Gem

Gt
Hey

Hr78
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Hsf 2 neurogenesis A
Imd 2 desenvolupament muscular
response to stress, eye
Lz 3 development
integracio de vies de
Max 1 senyalitzacio A
Mes4 1 resposta a dany del DNA
neurogenesis, regulacié de la
Mid 2 diferenciacio A
regulacio del cicle cel-lular i
Mnt 2 creixement, fagocitosis All
Nau 1,3 desenvolupament muscular A
morfogenesis de I'ull, migracio
Opa 2,3 cel-lular A TGFB, Wg
pBP95 2 inhibicio lateral
Pfk 3 neurogensis

desenvolupament de I'ull,
proliferacié, neurogensis,

Pnt 2 morfogenesis A EGFR
resposta immune, guia axonal,
Rel/NFKB 2 proliferacié i diferenciacié A TOLL
proliferacié cel-lular,
Sd 1 diferenciaci6 sensorial A Hppo

regulaci6 axonal,
desenvolupament djorgans
Seq 2 sensorials [ FGF

Side 1,2,3 guia axonal
creixeiment, regulacié del
patrd, desenvolupament
Snoo 1 neuronal All TGFB, Wg

Sox21b

patr6 de l'ala, determiancié de
Stat92E 2 I'ull, resposta de defensa A JAK/STAT
resposta a estres,
deiferenciacio neuronal,
resposat a hormones,
Tgo 3 metabolisme A
morfogensis neuronal,
desenvolupament del disc d'ull-

Toy 2 antena A
morfogenenesis de I'ull,
Trr 1 metilacio d'histones A EcR

Taula 11. Interaccié dels factors de transcripci6 a  mb el promotor de cbt.
La taula recull els factors de transcripci6 que interaccionen amb les
sequiéncies del promotor de cbt. S’indica, en aquest ordre, el nom del factor,
el nimero de la seqiiéncia a la que s'uneix, els processos en els que estan
involucrats, si sén activadors (A) i/o inhibidors (1), i les vies de senyalitzacié a
les que pertanyen o amb les que estan relacionats.
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Les dades obtingudes dels experiments de Y1H identifiquen 54 factors
de transcripcidé que s’uneixen a la regi6 promotora de cbt. Entre
aquests factors 17 sén factors de transcripcié poc estudiats i no es
coneixen en detall els processos ens els que participen. Entre els
altres 37 factors trobem gens hox lligats a la determinacié dels
segments, factors lligats al desenvolupament neuronal com: Pointed i
Signal-transducer and activator of transcription protein at 92E
(Stat92E), factors implicats en la resposta a estres i a agents
bacterians com: Dorsal-related immunity factor (Dif) i Relish (Rel/NF-
KB), factors relacionats amb l'establiment del patr6 o factors que
regulen el creixement.

Algunes de les interaccions descrites en aquest estudi
coincideixen amb dades publicades préviament. Per exemple en un
estudi a gran escala realitzat en ceél-lules S2 de Drosophila es
detectava una interaccio positiva entre Cbt i la via de Ras-MAPK

via de senyalitzacié que té com a factor de transcripcio el
factor Pnt. Trr ha estat descrit com a cofactor del Receptor de
'Ecdisona (EcR) que regula els nivells de cbt al
final de l'estadi LIl i a linici de la pupa
Aquestes dades recolzen les interaccions obtingudes de l'assaig Y1H
realitzat. Cal tenir en compte pero que amb aquest tipus d’experiment
podem estar perdent possibles reguladors de cbt que actuin de forma
cooperativa (cofactors que formin heterodimers per exemple) o factors
gue necessitin d’'una activacié mitjancada per una via de transduccio
de senyal que no estigui present en llevats en condicions normals.

Analisi del promotor de cabut in silico

Per tal de seleccionar alguns candidats per realitzar estudis en detall
de com aquests factors regulen la transcripcié del gen cbt, vam
utilitzar les bases de dades Jaspar [
Transfac per cercar motius dels putatius
reguladors de cbt dins les seqiencies promotores de cbt. Tenint en
compte les matrius dels motius d'uni6 daquests factors vam
determinar 13 factors candidats que presenten llocs d’'unié al DNA en
les seqliencies del promotor de cbt. La taula 12 recull les sequéncies
diana que es van trobar dins del promotor de cbt.



Factor de

transcripcio Sequeéncia Motiu
Abd-B 1,2 CCAAAAA
Abd-B 2 TTCATGG
Abd-B 2 TTAATAA
Abd-B 2 TAACAAA
Antp 1,2 TAATCAA
Antp 2 GCATTAA
Antp 2 TTCATTAATAA
Bsh 2 GTAATCA
Bsh 2 TTCATGG
Bsh 2 ATAATCG
Bsh 2 GCATTAA
Bsh 2 TCATTAA
CEB/P (Slbo) 2 ATGCCCCA
CEB/P (Slbo) 2 TTTGCATTAA
CEB/P (SIbo) 2 TTTGGAAG
CEB/P (SIbo) 2 ATTAATAA
CEB/P (Slbo) 2 ATAACAAA
Cf2 3 TTACATTTAT
D 2,3 ATAACAAAGAT
Dif 3 TGAAACCCT
Gt 2,3 ATAACAAAGAT
Hsf 2 TGAATAATCG
Hsf 2 CGAAA
Nau (MyoD) 1,3 ATCAGCTGTT
Opa 2,3 CACTGCGGGGTC
Pnt 2 ACGGAAG
Rel 2 CAGACACACCC
Sd 1 GTAAAGAATGAC
Sd 1 TCTAAAAGTGTA
Sd 1 ATTTAAATGTT
Stat92E 2 CGGAAGTCTGTG
Stat92E 2 GATTTCAT

Taula 12. Sequéncies d’uni6 dels factors de transc  ripcié candidats en el
promotor de cbt. La taula mostra el nom dels factors de transcripcid
candidats, la seqiiéncia de cbt en la qual hi ha la sequéncia diana i la
sequéncia diana de 5’ a 3’ en la direccié del DNA.
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Vam determinar 15 candidats que presentaven dianes d’'unié al
promotor de cbt. Entre aquests candidats trobem factors lligats al
desenvolupament neuronal, a resposta estrés, creixement cel-lular o
determinacio dels segments durant el desenvolupament. Els resultats
obtinguts suggereixen nous reguladors de cbt i obren noves portes al
paper que podria tenir aquest factor de transcripcié en processos com
el desenvolupament neuronal. Com a perspectiva de futur per tal del
validar aquests resultats caldria realitzar experiments in vivo que
demostressin la capacitat d’aquests factors de regular la transcripcio
del gen cbt i la seva capacitat d'unir-se a les sequéncies del seu
promotor.
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La regulacié de I'expressié génica requereix la coordinacié espacial i
temporal de diferents factors de transcripcid, generals i especifics, en
les regions reguladores del genoma. Establir les xarxes d’interaccio
d’'aquests amb els seus cofactors i reguladors epigenétics esdevindra
clau per a entendre la regulacié transcripcional i desxifrar el codi que
permet el desenvolupament dels diferents organismes i entendre quins
mecanismes permeten la seva regeneracio

1. El transcriptoma dels discs regenerats

L’'andlisi dels microarrays de discs regenerats a diferents temps
després de la fragmentacié ens ha permeés identificar els canvis
d’expressié genica durant la regeneracié del disc d’ala. Cal destacar
que alguns dels gens trobats havien estat identificats previament en
un estudi de microarrays de discs d'ala i pota regenerats i discs
transdeterminats . Els gens Sox15, Bap60 i
slamdance (sda) estaven sobreexpressats en discs de pota
transdeterminats. headcase (hdc) i regucalcin també es trobaven
sobreexpressats en discs d’ala i pota regenerats. També, en el mateix
treball, es van identificar els gens Enhancer of split (E(spl)) i HIHmM7,
gens lligats a la via de N , Subexpressats en
discs transdeterminats. Els nostres resultats en canvi, mostren que
E(spl) esta sobreexpressat de 24 a 72h i que I'expressié de HIHM7
augmenta en els dos periodes analitzats. A més de validar les nostres
analisis aquests resultats apunten a que durant la regeneraci6 i la
transdeterminacié dels discs imaginals es produeixen canvis similars a
nivell de regulacié genica pero també especifics.

L'estudi dels cavis d'expressi6 a diferents temps de
regeneracid mostra que durant el primer periode analitzat es
produeixen més canvis a nivell transcripcional. Aquest fet podria
deures a un efecte derivat de la tecnica utilitzada, que requereix la
manipulacié i implantacié dels discs. Per tal de determinar quins
efectes té la implantacié del disc en I'abdomen d’'una femella adulta
hem realitzat el mateix analisi de microarrays amb discs implantats
sense tallar de 0 a 24h. Entre els gens sobreexpressats n’hi ha que
estan associats a la resposta a l'estres, el desenvolupament,

,'3‘ Discussio
\l



H - -
'03‘ Discussio

I'apoptosi i la via de la JNK. Malgrat aquestes categories també les
trobem enriquides en els gens sobreexpressats de 0-24h en discs
tallats, no tots els gens identificats son els mateixos i, el que és més
important, algunes de les categories enirquides en els discs tallats
com la via de N i Wg no les trobem en I'analisi dels discs no tallats. En
resum aquesta aproximacidé ens ha permes descriure els gens
associats a l'inici de la regeneracié descartant I'efecte d’implantacio
dels discs. El desenvolupament de noves tecniques per induir la
regeneracio, com el métode CDIR (Bergantifios et al., 2010a), suposa
una alternativa per evitar els efectes derivats de la manipulacié dels
discs.

Regeneracid i vies de senyalitzacio

L'analisi de les categories funcionals dels gens amb canvis
d'expressié durant les primeres hores de regeneracié revela un
enriquiment de gens lligats a les vies de JNK, Ras/MAPK i N. Les tres
vies de senyalitzacié participen en processos de regeneracié en
diferents organismes. Per exemple N participa en la regeneracio del
cor de peix zebra , la INK en la regeneracio del
fetge en ratoli I la via de Ras/MAPK en la
regeneracio de planaria
A
Drosophila la via de Ras/MAPK dirigeix la resposta del tancament de
la ferida en embrions i intervé en la regulacié de I'homeostasi i la
regeneracio intestinal . La
via de N esta implicada en promoure la diferenciacié cel-lular després
de la regeneraci6 intestinal i s’ha associat a la proliferacié de les
cel-lules glials en front d’'un dany en el sistema nerviés central
. Les vies de N i Ras/MAPK pero, no
s’havien relacionat abans amb la regeneracié dels discs imaginals.
Mitjancant I'estudi de mutants de N i del complex E(spl), hem
demostrat que N intervé en la regulacié de la proliferacié durant la
regeneracid (Annex). En el nostre estudi també hem identificat gens
lligats a la via de la JNK com cbt, Gadd45, ple, Collagen type IV
(Cgc25), Drosomycine (Drs), Immune induced molecule | (IM1),
cryptocephal (crc) o Transferrin (Tsfl); gens lligats a la via de Wg com
arm o Sox15 o gens de la via de Dpp com Med. El fet que alguns



d’aquests gens siguin factors de transcripcid, com E(spl), arm i Med,
ens porta a hipotetitzar que possiblement algunes vies no s’activen de
nou durant el procés de regeneracio, com en el cas de la JNK, sind
que senzillament es modulen mitjancant la regulacié transcripcional
d’algun dels seus components.

Remodeladors de cromatina en regeneraci6

Els remodeladors de cromatina son factors que participen en la
resposta transcripcional a curt termini. El fet que molts factors tambeé
presentin canvis en els resultats dels microarrays confirma que
participen en els canvis d'expressio durant la regeneracid. Alguns
d'aquests gens son pipsqueak (psq), cofactor de GAF
, Sobreexpressat a les 24h de
regeneracio. La desacetilasa HDAC6 i dos membres del complex
Brahma: Brahma associated protein 60KDa (BAP60) i dalao
, Ssobreexpressat en el segon periode. | modifier of mdg4
(mod(mdg4)) i absent small homeotic disc 2 (ash2), un membre del
grup Trithorax (Trx-G) necessari per a la trimetilacio de I'H3K4
, Sobreexpressats durant tot el procés. Dades
experimentals amb mutants d’ash2 a diferents temps de regeneracio
indiquen que la reduccié d’aquesta proteina compromet el procés de
regeneracio (Annex) i confirmen el requeriment de factors epigenétics
per a que es dugui a terme la regeneracio.

Gens diana de la via de la JNK

L'activacio de la via de la JNK és essencial per la regeneracio
del disc d’ala . Un dels
gens diana de la JNK més estudiat és el gen puc. Aquest gen codifica
per una fosfatasa que s’encarrega d’autoregular la via mitjancant la
inhibicid de Bsk . Estudis prévis mostren
gue durant la regeneracié I'expressié de puc incrementa en les
cel-lules del blastema, assolint els seus maxims a les 12h

. Aquests estudis pero s’han realitzat amb construccions
reporteres d'aquest gen, i per tant és probable que el canvi
d’expressié de puc es produeixi abans de les 12h de regeneracié. En
el nostre estudi no hem identificat canvis en I'expressid de puc,
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possiblement perque a les 24h de regeneracio els nivells de puc ja
s’han downregulat ja que la via de la JNK ja no esta activa. Un altre
estudi mostra que la JNK inhibeix proteines del grup Polycomb (Pc-G)
durant la transdeterminacié (Lee et al., 2005). Malgrat en el nostre
estudi tampoc hem trobat canvis en I'expressié d’aquests gens, si els
hem descrit en altres remodeladors de la cromatina, alguns dels quals
pertenyen al grup Trithorax (Trx-G).

Tanmateix, hem identificat altres gens diana de la JNK en
regeneracid mitjangant la cerca computacional de motius d’AP-1
conservats a varies espéecies de Drosophila. Tot i que la comparacio
genomica és una bona eina per a la descripcié d’enhancers potencials

, ho deixa de ser una prediccié computacional que
necessita validacié experimental. El fet que alguns dels gens obtinguts
com, cbt o ple, hagin estat relacionats anteriorment amb la JNK

, 1 que Jun i DFos
s’uneixin a la sequéncia AP-1 descrita al promotor de cbt recolza
I'especificitat de la cerca.

Una publicacié recent proposa que la JNK Bsk pot regular
l'activitat transcripcional de forma independent d‘AP-1 mitjancant la
fosforilacio de la serina 10 de la Histona 3 (H3S10P), durant la
diferenciaci6 de cel-lules mare . Per tant és
possible que gens que no tenen motius d'unié d’AP-1 en el promotor
estiguin també regulats per la via de la JNK. A més planteja un nou
escenari transcripcional on la JNK i potser altres vies de senyalitzacié
produeixen canvis transcripcionals mitjancant la remodelacié de la
cromatina.



2. El gen cabut en regeneracio

A partir de les dades dels microarrays hem seleccionat cbt per
realitzar un estudi detallat de la seva relacio amb la via de la INK i el
seu paper en la regeneracié.

Regulacié de I'expressio de cabut

Préviament s’havia reportat que durant el tancament dorsal a
I'embriogénesi, els mutants de bsk (bsk® i jun (jun® presenten nivells
d’expressio de cbt més baixos en I'epidermis que els embrions
salvatges , perd no estava demostrat
que la JNK regulés directament la transcripcio de cbt. Malgrat
I'especificitat que hem observat en la unié de Jun i DfosB al promotor
de cbt, no podem descartar que in vivo i en diferents contextos
aquestes proteines actuin de forma diferent. Tanmateix hem
comprovat que la JNK pot upregular I'expressio de cbt en el disc d'ala,
fet que recolza que cbt és un gen diana de la JNK.

No hi ha estudis que relacionin els ortdlegs de cbt TIEG1 i
TIEG2 amb la via de la JNK. En canvi si sabem que estan regulats per
l'activitat de TGFB, concretament pels factors Smad. Sovint les
proteines Smad necessiten la presencia d’altres factors de transcripcio
amb els que actuen de forma cooperativa .
Per exemple, c-Jun i c-Fos actuen cooperativament amb Smad3 i
Smad4 per a promoure la regulacié transcripcional de la senyal de
TGFB en alguns contextos . En fer una analisi
preliminar dels promotors dels gens TIEG1 i TIEG2 en ratoli i huma
hem trobat que també presenten sequiéncies AP-1 (figura 44).
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Figura 44. Sequeéencies AP-1 en les regions regulador  es dels gens TIEG1
i TIEG2 en huma. Representaci6 de la localitzacid dels gens TIEG1
(superior) i TIEG2 (inferior) i les sequéencies AP-1 (rectangle lila) trobades a
les seves regions reguladores (promotor fins a 5Kb a 5’ del TSS i introns).
S’observa la conservacié de la regié en comparacié amb el genoma de ratoli

(VISTA ), vermell
indica alta homologia en introns i regions reguladores, blau homologia entre
exons).

Tot i que és requereixen evidéncies experimentals, els resultats son
prou suggerents per plantejar la hipotesi de que, com en el cas de cbt
a Drosophila, la regulacio dels gens de la familia TIEG pugui
dependre, en certs contextos, de la via de la JNK, cosa que implicaria
una conservacié de la regulacio transcripcional de la familia TIEG.

En quan a la relaci6 entre cbt i la INK també cal destacar el fet
que un gen diana d’aquesta via reguli la proliferacio. A més de la seva
funcié durant el tancament de la ferida, en un estudi en el que
analitzaven l'origen de la proliferaci6 del blastema dels discs
imaginals, Bosch i col-laboradors van determinar que la majoria
de cel-lules del blastema provenen de cél-lules que han expressat el
gen puc. L'analisi de la proliferacié en discs mutants de hep també va
revelar que a 12h i 3 dies de regeneracié el nombre de mitosis en el
blastema era significativament inferior a I'observat en discs salvatges
regenerats. Aguests resultats coincideixen amb els obtinguts en altres
teixits i models de regeneracié on la JNK promou la proliferacié per a
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la restauracié dels teixits . Malgrat estudis
prévis demostren que l'activacio de la via de la INK promou processos
apoptotics en els discs imaginals

, les nostres dades confirmen que la
JNK, mitjancant la upregulacié del gen cbt, regula el creixement
després d’'un dany en el disc d’ala de Drosophila.

Els nivells d’expressio de cbt es restableixen abans de les 72h
de regeneracio. Aquesta disminucié de I'expressio podria ser deguda
Unicament a la inhibicié de la via de la JNK pero també és possible
que altres factors estiguin implicats en la repressio de cbt. La via de N
intervé regulant negativament la via de la JNK en el tancament dorsal
durant I'embriogénesi i en 'homedstasi i regeneracié de l'intesti de
Drosophila . Per tant, donat
que vam trobar diversos membres del complex de E(spl)
sobreexpressats durant la regeneracié vam fer una cerca de motius
EBOX: CACGTG (sequencies diana dels factors E(spl))

I vam trobar que Cbt presenta 2 EBOXes en el seu promotor
proximal. Es plausible doncs pensar que N podria estar implicat en la
downregulaciod de la via de la INK i de cbt en la regeneracio.

Una primera analisi dels nivells d’expressio de cbt en discs
mutants de N mostra que la perdua de funcié de N no afecta els nivells
basals de cbt. En canvi, el guany de funcid reprimeix la seva
expressio, suggerint que en certs contextos la via de N podria reprimir
I'expressio de cbt. (figura 45).
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Figura 45. Expressié de cbt en discs amb guany i pérdua de funcié de  N.
Real-time PCR de E(Spll(control positiu) i cbt en discs salvatges (wt), amb
guany de funcié de N (N**™'/+) i amb perdua de funcié de N (N>*'/+).
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Aquestes dades indiquen que N podria ser el responsable de retornar
I'expressio de cbt als seus nivells basals. Malgrat tot, s’hauria de
demostrar experimentalment si la repressié per N és directe, a través
de les EBOXes en el promotor de cbt, o si es deu a una regulacié
negativa de la via de la JNK per part de N. També hem de tenir en
compte que Cbt podria autoregular-se, ja que s’uneix al seu propi
promotor i pot reprimir la seva expressio . El
nostre estudi pero, evidencia la importancia d’una fina regulacié del
gen cbt cosa que concorda amb el fet que un increment de I'expressié
de cbt durant un llarg periode de temps activa processos apoptotics
igual que succeeix amb la via de la INK

Funcions de Cabut

Els mutants homozigots de cbt no sbén capacos de realitzar
correctament el tancament dorsal i sembla que Cbt podria estar
regulant els canvis de morfologia cel-lular aixi com la reorganitzacioé
del citoesquelet en aquest procés. . El
gen TIEGL1 és necessari per a la cicatritzacio de I'epidermis en ratolins
ja que mutants knockout de TIEG1 presenten un retard en la
reepitelitzacio . Els nostres
resultats indiquen que els mutants de cbt presenten defectes en el
tancament de la ferida. El fet que els fenotips observats en els mutants
en heterozigosi no siguin molt severs fa pensar que la copia del gen wt
que tenen o algun altre factor implicat en el procés podrien ser
suficients per compensar la perdua parcial de cbt en el context
estudiat. Tot i aixi aquestes dades son una evidéncia clara de que els
gens de la familia TIEG comparteixen similituds a nivell funcional en la
resposta del tancament de la ferida.

El defecte més evident que presenten els mutants de cbt
regenerants és la reduccid6 de la mida de l'ala per una falta de
proliferacié. Un article publicat durant el transcurs d’aquest treball ja va
reportar que Cbt és necessari per al creixement del disc d’ala durant el
desenvolupament . Els gens TIEG també regulen el
creixement. TIEG1 s’ha descrit com a supressor tumoral de diferents
tipus de cancer i com a regulador negatiu de la proliferacié en
precursors neuronal i per altra banda la sobreexpressio de TIEG2 en



cel-lules també inhibeix la proliferacio

. De fet, en altres
contextos cbt també s’ha descrit com un inhibidor de la proliferacié a
Drosophila, ja que el seu silenciament mitjancant RNAi incrementa la
mida i proliferacié de les cél-lules en cultiu . Les
dades observades suggereixen que la regulacio del creixement també
és una funcié conservada evolutivament per als gens TIEG. En
Drosophila, pero, sembla que cbt podria actuar promovent o inhibint la
proliferaci6 depenent del context. Tenint en compte el perfil
d’expressié de cbt durant el desenvolupament i la regeneracio és
probable que els nivells d’expressié d’aquest gen, entre altres factors,
condicionin la seva funcié en el control de la proliferacio.
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3. Funci6 de Cabut en el disc d’ala

La identificaci6é dels gens diana d’un factor de transcripcié com Cbt és
una de les maneres possibles d'aproximar la seva funcié en un
determinat context. Estudis com el nostre de ChlP-Seq es realitzen, a
gran escala, dins del projecte modENCODE i han
permés identificar regions d'alta complexitat transcripcional,
compartides per molts factors de transcripcidé en els mateixos estadis
del desenvolupament, i descriure una xarxa de interaccions entre ells.

L'estudi de categories funcionals GO enriquides en el conjunt
de gens dina de Cbt revela que la majoria de gens estan implicats en
la regulacié transcripcional i el desenvolupament dels discs imaginals.
Entre les categories obtingudes n’hi ha que coincideixen amb funcions
préviament associades a Cht com el desenvolupament neural, el
tancament dorsal i la regulacié del creixement

També trobem
categories associades a les vies de senyalitzaci6 de Wg, TGFB,
Ras/MAPKK i N, cosa que concorda amb la hipotesi de Rodriguez

qui suggereix que Cbt és un modulador de diferents vies de
senyalitzacié importants per regular la diferenciacio i el creixement
dels discs imaginals. Finalment, les nostres analisis aporten informacié
sobre altres processos en els quals Cbt podria tenir un paper rellevant
com ara la migracié cel-lular, el desenvolupament reproductiu o el
desenvolupament neuronal.

La correlaci6 entre dades de ChIP-Seq de factors de
transcripcié, marques d’histones i RNA-Seq d’'un mateix teixit permet
descriure I'expressié dels gens diana d’un factor. Aixi s’ha trobat que
els gens amb nivells molt elevats d’expressié (>5000 rpkm) i els gens
amb expressié ubiqua es caracteritzen per estar en regions de baixa
complexitat, en canvi els gens amb expressions restringides a patrons
especifics es troben associats a moduls de regulacié on s’uneixen
mdltiples factors . Cal recordar que alguns dels
gens diana de Cbt presenten patrons restirngits en el disc d’'ala.

Hem comprovat amb les correlacions del Chip-Seq de Cbt amb
el RNA-Seq i els ChIP-Seqs de modificacions d’histones que Cbt es
localitza en promotors de gens transcripcionalment actius. Es coneix
que Cbt regula positivament els gens dpp, salm i omb



, perd un estudi recent
demostra que també inhibeix I'activitat transcripcional general in vitro i
concretament, que Cbt es capa¢ de regular negativament el seu
promotor . El nostre treball demostra que Cbt
s'uneix a les regions promotores d'aquests gens confirmant que sén
gens diana directes de Cbt en el disc d’ala. Per tant, Cbt podria ser un
factor dual, activador o repressor depenent dels contextos i/o nivells.
De fet un rol semblant s’ha associat al seu ortoleg TIEG1 que per
exemple regula positivament el gen Smad2 i inhibeix Smad7,
promovent una activacio de la via de TGF

Mecanismes d’accié de cabut

L'analisi de motius d’'uni6 de factors de transcripcid a sequéncies
biologiques ha estat un dels principals meétodes utilitzats per a
determinar els elements reguladors d’'un conjunt de gens

La cerca de les sequéncies d’'unié de Cbt no ha reportat cap
motiu d’unié conservat en les seves sequéncies diana. Un treball previ
mostra que Cbt s’'uneix a sequéncies riques en CGs en el promotor de
en i la predicci6 in silico de motius per a factors de
la familia Zn finger C,H, proposa que Cbt s’'uneix al motiu GGGCGGG

. A més, Belacortu i col-laboradors
suggereixen que Cbt s’uneix a sequencies riques en CGs en
el seu promotor. No hem trobat, perd, aquests motius concrets en la
majoria de seqiiéncies diana de Cbt. Es possible que Cbt s’uneixi a
sequencies similars a les descrites i que no les detectem perqué Cbt
te la capacitat d'unir-se a sequeéencies degenerades amb una gran
variabilitat o perqué la seva uni6 al DNA depén d’altres factors.

Tanmateix la nostra cerca va revelar la preséncia de motius
d’'unio del factor de transcripcid GAF, cosa que ens va portar a pensar
en la possibilitat de que Cbt actui amb GAF com a cofactor. A part
d'aquest factor, Sin3A és un altre candidat a possible cofactor de Cht,
tal i com ho indica la presencia d’un domini conservat a unié a Sin3A
en la proteina Cbt . Aquesta interacci6 estaria
conservada evolutivament donat que els factors TIEG també s’uneixen
a Sin3A i el seu domini d'uni6 és important per a la seva activitat
repressora.
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En correlacionar les analisis dels ChlP-Seqs de Sin3A i GAF
amb el de Cbt hem trobat un gran nombre de gens que son gens
diana de Cbt i Sin3A i de Cbt i GAF. Aix0 ens suggereix que hi ha
gens diana de Cbt que poden presentar aquests factors en les seves
regions reguladores. Cal considerar que el ChlP-Seq de Sin3A esta fet
en embrions (0-12h) mentre que el de GAF esta fet en la linia cel-lular
Kcl67. Per tant, malgrat no podem garantir que el solapament
existeixi realment és possible que Cbt pugui estar interaccionant
fisicament amb aquests factors i actuant en els mateixos promotors en
algun context. Estudis de col-localitzaci6 en cromosomes politénics i
experiments de coimmunoprecipitaci6 en larves LIlII permetran
determinar si aquestes proteines interaccionen in vivo.

Gens diana de Cabut en el desenvolupament i la
regeneracio

S’han descrit paral-lelismes entre els mecanismes que es produeixen
durant el desenvolupament i els fenomens necessaris per a portar a
terme la regeneracio . Durant la
regeneracid del disc d'ala hem demostrat que I'expressido de cbt
augmenta i que aquest factor és necessari per a promoure el
tancament de la ferida, la proliferacio i la formacié del patré. També
hem descrit que Cbt s'uneix a les regions reguladores de 2060 gens
en el disc d’ala de LIIl. Cbt actua regulant els mateixos gens durant la
regeneracio del disc d’ala que durant el seu desenvolupament?
Resultats préviament publicats mostren que alguns gens diana
de Cbt es troben sobreexpressats durant la regeneracio del disc d’ala.
L'expressié de wg i dm (dmyc) incrementa després de la induccié de
mort del domini de rotund (rn) . El gen puc,
diana de la JNK que s’expressa al blastema durant la regeneracié
, també es troba entre els gens diana de Cbt. A
més, els gens diana de Cbt: vg, tailup (tup), ap, Drop (Dr), POU
domain protein 2 (pdmz2), regucalcin, eyes absent (eya) i inflated (if);
presenten un increment d’expressié durant la regeneracié del disc
d'ala . La correlacié entre els gens diana de Cbt i
les dades del transcriptoma de discs regenerants indica que 128 gens
sobreexpressats i 158 gens subexpressats de 0-24h i 28 gens



sobreexpressats i 29 subexpressats de 24-72h sén gens diana de Cbt
en el disc dala. Entre aquests hi ha gens associats al
desenvolupament del disc d’ala, al tancament dorsal, al cicle cel-lular,
a l'apoptosi, a la regulacié de la transcripcié o a I'envelliment. Seria
necessari realitzar estudis detallats per comprovar si l'activacié o
repressid d'alguns d'aquests gens esta lligada a lincrement de
I'expressio de cbt en regeneracié. No hem d’oblidar a més, que entre
els gens diana de Cbt hi ha gens implicats en vies de senyalitzacio
com JAK/STAT, JNK o Hppo, necessaries durant la regeneracié dels
discs. Donat que la via de la JNK incrementa I'expressié de cbt en
regeneracio es podria inferir I'existéncia d’un loop en la regulacié de
cbt i la via de la JNK. També trobem gens lligats al citoesquelet
d’'actina, a la proliferacio del disc i a la formacié de patré que podrien
tenir alguna funcié durant la regeneracié. Tanmateix no podem
descartar que en un context on cbt esta sobreexpressat s’uneixi a
dianes diferents a les que ocupa en el desenvolupament normal.

Malgrat no es coneix el cataleg de gens diana dels factors
TIEG, se sap que TIEGL1 regula el gen Nmyc en cel-lules precursores
neuronals . El seu ortoleg en
Drosophila, el gen diminutive (dm/Dmyc), també és gen diana de Cbt
en el disc d'ala. TIEGL i TIEG2 regulen els nivells d’expressié de
Smad?2 i Smad7 i Cbt es localitza a les regions reguladores dels seus
ortolegs Mad i Med. Per tant sembla que els gens diana de Cbt
podrien estar conservats en alguns casos.

Les interaccions genetiques amb els mutants de cbt i els al-lels
de pérdua i guany de funci6 de N (N>**'' i N**™Y mostren una
interaccié positiva entre aquests factors. L’analisi de I'expressio
d’alguns dels gens diana de Cbt que pertanyen a la via de N, tant en
discs salvatges com amb sobreexpressié de cbt mostra que 'augment
de cbt promou un increment dels nivells d’expressié dels gens cut i
cycD, gens que es troben per sota de la via de N

. Aguests resultats suggereixen que Cbt regula la via de N
mitjancant la regulacié dels seus gens diana. Caldra analitzar més
gens diana de Cbt lligats a la via de N i realitzar estudis de
immunohistoquimica per comprovar si els nivells de proteina estan
afectats. No hem d’oblidar a més que tenim evidencies que N també
podria regular els nivells de Cbt. En conjunt les dades obtingudes ens
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porten a plantejar la hipotesi de que existeixi un feedback loop entre
Cbti N, en el qual Cbt activi N i N reprimeixi Cbt, per mitja dels factors
E(spl). Per tant, de manera semblant al que succeeix amb la INK,
hom pot pensar que es requereix una fina regulacié de les vies de
senyalitzacio per dirigir el creixement durant el desenvolupament.

Les dades obtingudes fins ara mostren que Cbt interacciona
amb la via de N i Dpp, regulant els seus gens diana. Cbt podria estar
actuant com un cofactor de les diferents vies de senyalitzacié per tal
d’integrar i coordinar les seves funcions en el desenvolupament del
disc d’ala. Experiments de coimmunoprecipitacio podrien determinar si
Cbt forma complexes proteics amb els factors de transcripcio
d’aquestes vies.



4. Altres reguladors del gen cabut

En aquest treball hem mostrat que I'expressio de cbt en els discs
imaginals és ubiqua. Tot i que s’ha proposat que existeixen uns nivells
basals molt baixos d'activitat de la via de la JNK en el disc imaginal
d’ala , les hibridacions in situ de cbt en
clons flip-out que sobreexpressaven una forma dominant negativa de
Fos (fos®™) no mostraven canvis dels nivells d’expressié de cbt (dades
no mostrades). No coneixem, doncs, quins factors estan regulant
I'expressio de cbt en els teixits imaginals ni en altres teixits de la larva i
I'adult.

Una aproximacié per determinar els reguladors d’'un gen és
descriure quins factors s’'uneixen a la seva sequéncia promotora.
Existeixen diverses técniques per a identificar I'especificitat de la
interaccio proteina-DNA, una de les quals és l'analisi per Y1H. Hem
realitzat un estudi de cribratge a gran escala en llevat amb els factors
de transcripcié descrits a Drosophila i la seqiéncia del promotor
proximal de cbt, per determinar quins d’aquest factors tenen capacitat
d'unir-se a les regions reguladores de cbt. Una de les primeres
observacions que cal fer en examinar la llista de factors que s’uneixen
al promotor de cbt és que no hi sén presents cap dels factors que
sabem que regulen I'expressié d’aquest gen. Una de les explicacions
possibles és que, tal i com hem comentat, aquests factors s’'uneixen al
promotor de cbt en resposta a un determinat estimul. Cal recordar que
amb aquesta técnica no treballem amb un teixit dins d’un organisme i
que per tant aquelles unions que puguin dependre de senyals
sistemiques com en els casos d’AP-1, ECR o FKH és molt probable
gue no les puguem detectar en aquest sistema. A meés, també hem de
considerar que cada colonia transformada contindra un sol factor de
transcripcié de Drosophila. Alguns dels factors de transcripcié com Jun
i DFos actuen en forma d’heterodimers, altres com EcR actuen amb
un cofactor, que en el cas de EcR és Usp. El fet que el nostre estudi
estigui limitat a un sol factor en cada colonia, pot fer que perdem
aquests tipus d’'interaccions. Tampoc hem detectat la unié de Cbt en el
seu promotor, descrita en aquest i altres treballs

. Malauradament en la col-leccié utilitzada el clon del factor de
transcripcié Cbt conté la isoforma B d'aquest gen (cbt-RB), una
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isoforma que no ha estat detectada a Drosophila fins al moment.
Donat que aquest clon es va originar a partir de RNA de cultius
cel-lulars, sabem que en cel-lules en cultiu la isoforma s’expressa pero
no podem garantir que la proteina sigui funcional com en el cas de
Cbt-PA, que és la que s’uneix al promotor de cbt.

Tanmateix hem trobat nombrosos factors lligats al
desenvolupament del sistema nervibs amb capacitat d'unir-se al
promotor proximal de cbt, entre els quals destaquen els factors Pnt i
STAT92E factors de transcripci6 de Ras/MAPK i JAK/STAT,
respectivament. El gen cbt ha estat préviament associat a la guia
d'axons, a la sinaptogénesi i a la remodelacié del sistema nervios
durant la metamorfosi

. Durant I'embriogénesi cbt s’expressa en el sistema nerviés
central (SNC), és localitza a les neurones, en els axons d’aquestes i
en cel-lules glials. Finalment també es troba present en els axons del
sistema nervids periferic . Hi ha publicacions
gue proposen que les neurones sOn capaces de transportar a través
dels axons factors de transcripcio. Es el cas de Dorsal, un factor NF-
KB, que es localitza en els axons terminals i les dendrites del SNC a
Drosophila i que a més esta implicat en la guia d’axons

igual que chbt.

Durant el desenvolupament del disc imaginal d’ull és produeix
I'especificacié neural de tots els fotoreceptors, i s’estableixen les
connexions que seran necessaries per a garantir una correcta Visio.
Les vies de senyalitzacio de Ras/MAPK, JAK/STAT i N tenen un paper
clau en la determinacié d’aquests fotoreceptors

L'andlisi del patré d’expressido de cbt en el disc d'ull de
Drosophila mostra una expressié ubiqua. A nivell de proteina, tot i que
també es troba en totes les cel-lules del disc, Cbt es localitza en els
axons dels fotoreceptors, igual que succeeix en I'embrié. La via de
Ras/MAPK és important per a la determinacié dels fotoreceptors, pero
els seus nivells d’activitat no son iguals en tots els fotoreceptors. Per a
la determinaci6é del fotoreceptor R7, encarregat de la detecci6é de la
llum UV, és necessiten alts nivells de Ras/MAPK que s’obtenen per
mitja de l'activacié de dos receptors tyrosin-kinase: EGFR i Sevenless
(Sev) . La sobreactivacié de la via de
Ras (amb lal-lel sev®) durant el desenvolupament promou la



formacié de fotoreceptors R7 extres en els ommatidis, on en
condicions salvatges només se'n forma un. Com a resultat els
organismes presenten un fenotip d’ulls rugosos. La sobreexpressio de
cbt en ull en les cél-lules que expressen sev, mitjancant la construccié
sev-Gal4, produeix també un fenotip d'ull rugos

. Aquestes dades coincideixen amb les observacions d’'interaccio
de Pnt amb el promotor de cbt. Com a experiment preliminar per
confirmar la posici6 de cbt per sota de la via de Ras hem
sobreexpressat aquest gen amb la mateixa construccié sev-Gal4 pero
en un fons mutant de guany de funcié sev®™. Els resultats obtinguts
mostren un increment de la rugositat dels ulls confirmant una
interaccio positiva entre cbt i la via de Ras/MAPK.

Per tant els nostres resultats indiquen que la via de Ras/MAPK
podria estar regulant I'expressié de cbt en el disc d'ull, confirmant les
interaccions descrites a I'assaig de Y1H, i suggerint que Cbt podria
tenir també un paper en la determinacié dels fotoreceptors durant el
desenvolupament. Caldra confirmar les interaccions descrites |
determinar la funcié de Cbt en el SNC. Finalment cal assenyalar que
altres factors associats a processos com la resposta a bacteris, el
sistema immunologic o la segmentacio també s’uneixen al promotor
de cbt. Durant les primeres hores de la regeneracié dels discs tallats i
implantats s'activa una resposta immunologica en el disc de l'ala
mitjancada per la via de JAK/STAT . Podria
ser que aquesta resposta regulés també I'expressid de cbt en
regeneracio i que Cbt tingués alguna funcio lligada al sistema de
defensa en la regeneracié del disc d’'ala.
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5. Cabut en el desenvolupament i la
regeneracio del disc d’ala

Agafats conjuntament els nostres resultats suggereixen que el factor
de transcripcié Cbt modula I'activitat de diferents vies de senyalitzacio,
possiblement actuant com a cofactor dels seus factors de transcripcio,
per regular el desenvolupament i la homeostasi del disc d’'ala (figura
46). No es coneixen, pero, els factors que controlen I'expressio basal
de cbt a totes les cel.lules del disc.

? Figura 46. Model de Cbt en el
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En regeneracié és requereix una activacio temporal i controlada de
I'expressié de cbt. La via de la JNK s’activa en resposta a un dany del
teixit dels disc, com la fragmentaci6 o la mort cel-lular induida,
promovent 'augment de cbt i altres gens diana. Sembla, doncs, que la
via de la JNK dirigeix tot el procés de regeneracié mitjancant la
regulacio dels seus gens diana. Entre aquests gens cbt és essencial
per a que es puguin dur a terme el tancament de la ferida, la
proliferacio i la formacio del patr6 necessaris per a que es doni una
correcta regeneracio (figura 47).
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Figura 47. Model del gen cbt en regeneraci6. Davant d’'un dany del teixit
del disc imaginal, com la fragmentacié, s’activa la via de la JNK que té com a
resultat la fosforilacio del factor AP-1 i la seva translocacié al nucli. Aquest
factor activa la transcripcio dels seus gens diana, entre els quals hi ha el gen
cbt. L'increment de I'expressié de cbt és necessaria per al tancament de la
ferida, la proliferacid i la formacié del patr6é durant la regeneracio.
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El transcriptoma dels discs d’'ala regenerats a 24h i 72h esta
enriquit en gens associats a l'estrés, al desenvolupament tissular,
a la mort cel-lular, a vies de senyalitzaci6 com la JNK i a la
regulacié transcripcional.

L'expressio de cbt incrementa en resposta a la via de la JNK en
el disc d’'ala i els factors de transcripcio Jun i D-Fos sén capacos
d’'unir-se a la sequiéncia AP-1 descrita en el promotor de cht.

El factor de transcripcio Cbt és necessari per al tancament de la
ferida, la proliferacié i la formacié del patré durant el procés de
regeneracio del disc d'ala.

Cbt es localitza a les regions reguladores de gens
transcripcionalment actius. Aquests gens estan lligats al
desenvolupament del disc imaginal, la regulaci6 de la
transcripcid, creixement i a vies de senyalitzacié com Dpp o N.

Cbt interacciona amb la via de N regulant el creixement del disc
d’'ala. La sobreexpressié de cbt activa I'expressié de gens diana
de la via de N.

Factors de transcripcié associats a la segmentacio, creixement,
resposta a estres i desenvolupament neural tenen capacitat
d’'unir-se al promotor proximal de cbt.

Conclusions
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Abstract

genes.

Background: Regeneration is the ability of an organism to rebuild a body part that has been damaged or
amputated, and can be studied at the molecular level using model organisms. Drosophila imaginal discs, which are
the larval primordia of adult cuticular structures, are capable of undergoing regenerative growth after
transplantation and in vivo culture into the adult abdomen.

Results: Using expression profile analyses, we studied the regenerative behaviour of wing discs at 0, 24 and 72
hours after fragmentation and implantation into adult females. Based on expression level, we generated a
catalogue of genes with putative role in wing disc regeneration, identifying four classes: 1) genes with differential
expression within the first 24 hours; 2) genes with differential expression between 24 and 72 hours; 3) genes that
changed significantly in expression levels between the two time periods; 4) genes with a sustained increase or
decrease in their expression levels throughout regeneration. Among these genes, we identified members of the
JNK and Notch signalling pathways and chromatin regulators. Through computational analysis, we recognized
putative binding sites for transcription factors downstream of these pathways that are conserved in multiple
Drosophilids, indicating a potential relationship between members of the different gene classes. Experimental data
from genetic mutants provide evidence of a requirement of selected genes in wing disc regeneration.

Conclusions: We have been able to distinguish various classes of genes involved in early and late steps of the
regeneration process. Our data suggests the integration of signalling pathways in the promoters of regulated

Background

The process of regeneration allows organisms to recre-
ate the original shape, size and function of body parts
that have been lost or damaged. Regenerative capacity
varies between species, ranging from simple wound
healing to unrestricted regeneration of all body parts
[1,2]. Since the basis of regeneration was first estab-
lished by T. H. Morgan [3], an extensive body of litera-
ture has been published describing the different
mechanisms of regeneration employed in many different
species. For instance, regeneration of complete indivi-
duals from any tiny body fragment has been studied in
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freshwater planarians and hydra [4,5], and limb regen-
eration after amputation has been explored in detail in
amphibians and teleost fish [6-8]. Regeneration of heart,
liver, pancreas, and other organs has been also exten-
sively studied in zebrafish, mouse and human [9-12].
Drosophila imaginal discs, the larval primordia of
adult cuticular structures, are capable of undergoing
regenerative growth. When imaginal discs are manually
fragmented and cultured in the abdomen of adult flies,
cells at the wound site undergo proliferation and regen-
erate the missing part. Pioneering experiments demon-
strated that regeneration induces limited cell plasticity,
enabling the reconstitution of missing tissue while disc
identity is maintained (reviewed in [13,14]). In rare
cases, however, the initial fate was lost in some subsets
of proliferating cells, which acquired the identity of

© 2010 Blanco et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly cited.
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another disc type in a phenomenon named transdeter-
mination [15,16]. As in many other systems, regenera-
tion of imaginal discs involves wound healing and
blastema formation [17,18]. In a rapid response to
injury, epithelial and cytoskeletal changes occur during
the first 24 hours. Concomitantly, local proliferation
increases and peaks around 2-3 days after fragmentation
[19,20]. This in vivo culture system has proven to be a
powerful method for studying the regenerative process
at the tissue and cellular level, and what is known about
the underlying molecular mechanisms implicates several
signalling pathways.

The JNK signal transduction cascade is activated by
exposure of cells to cytokines or environmental stress.
Multiple studies have demonstrated that JNK regulates
cell proliferation, apoptosis, inflammatory responses, tis-
sue morphogenesis, and polarity [21,22]. In the Droso-
phila embryo, several downstream target genes of this
signalling pathway are involved in dorsal closure and
thorax formation [23,24]. The JNK pathway is required
during imaginal disc regeneration [17,18,25] and is acti-
vated near the wound as well as in cell death-induced
regeneration [26]. The Wnt signalling cascade plays a
key role in most aspects of embryonic development [27]
and is involved in multiple processes during regenera-
tion [28,29]. Induction of ectopic expression of wingless
(wg), a member of the Wnt family, mimics the pattern
changes observed in leg imaginal discs after fragmenta-
tion (including regeneration), and promotes cell-fate
plasticity such as leg-to-wing transdetermination [30,31].
The Notch signalling pathway is essential to determine
cell fate and regulate pattern formation during embryo-
nic and adult life [32]. It has been also reported to parti-
cipate in the regeneration of zebrafish heart [33],
Xenopus tail [6], mice muscle [34] and in transdetermi-
nation of imaginal discs [31]. Finally, dpp is induced by
the JNK pathway in the leading edge cells during dorsal
closure [22] although no upregulation of its expression
has been found during the process of regeneration [35].

The outcome of these signalling pathways is the tran-
scriptional regulation of target genes that will elicit the
ultimate response. Precisely which genes are required
for the process of regeneration has been examined in
the last few years by the use of genetic and molecular
techniques in various model organisms (such as planar-
ians, hydra, amphibians and zebrafish). For example, a
large-scale RNAi-based screen was performed to survey
gene function in planarian regeneration [36] and a glo-
bal analysis of gene expression was carried out in Xeno-
pus limb regeneration [37]. In Drosophila, a collection
of lethal P-lacZ enhancer trap lines was used to screen
for genes that function in leg disc regeneration [20].
Klebes et al. [31] reported the expression profiles of
cells induced by ectopic wg expression to
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transdetermine from leg to wing disc, thus generating a
list of candidate regulators of cellular plasticity in flies.
Despite these studies, however, it remains unclear
whether regeneration requires the reactivation of earlier
developmental genes or signalling pathways, or if it
involves the activation of novel genes specific to the
regeneration process. In an attempt to answer these
questions we have taken a systematic approach and
determined the expression profile of regenerating wing
imaginal discs at different times after fragmentation and
culture. By combining experimental and computational
techniques, we have been able to decipher the transcrip-
tional status of regenerating discs and link signalling cir-
cuits to gene regulation.

Results and Discussion

Whole genome expression analysis of intact and
regenerating wing discs

Previous studies from our group showed that epithelial
and cytoskeleton changes occur during the first 24
hours of regeneration [17] and that proliferation peaks
two to three days after the cut [19]. To study different
stages of the regenerative process we designed 12 micro-
arrays containing 12,254 genes annotated in RefSeq
from D. melanogaster [38]. Four microarrays (non cut,
NC0—NC24) were used to assess the effect of the
implantation procedure in intact wing discs. The
remaining eight were used to measure changes in gene
expression in the first 24 hours after disc dissection and
implantation (cut, C0—C24) and during the period
between 24 hours and 72 hours after the cut
(C24—C72). The entire set of microarrays was normal-
ized following the same protocol, extracting in each case
the list of significant genes (at least two-fold change,
false discovery rate (FDR)-corrected P value < 0.05, see
Methods). The genes identified in these microarrays
were functionally annotated using the Gene Ontology
(GO terms [39]).

The number of genes whose expression was signifi-
cantly modified during regeneration is shown in Table
1. More genes were reported in C0—C24 in comparison
to NCO—NC24, which reflects the combination of
regeneration events and the implantation effect at this
early stage. In fact, half of the genes whose expression
was significantly upregulated or downregulated during
this period in cut discs were not detected in non-

Table 1 Total number of up and downregulated genes in
NC0—NC24, C0—C24 and C24—C72 microarrays

NCO—NC24 C0—C24 C24—C72
Genes 1 407 607 116
Genes | 356 576 165
TOTAL 763 1183 281
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fragmented ones (44% of 1,183 differentially expressed
genes in C0—C24 were not found in NCO—NC24).
Conversely, most relevant genes in the intact discs tran-
scriptome presented the same expression pattern in cut
discs (87% of 763 genes in NCO—NC24 were in
C0—C24). The number of genes in CO0—C24 was also
higher than in C24—C72 confirming the strong initial
response during the first 24 hours.

Functional annotation of both C0—C24 and
NC0—NC24 microarrays reveals significant enrichment
in genes associated with apoptosis, response to stress,
cytoskeletal activity, and JNK pathway regulation (Figure
1A), which agrees well with previous results reported
for early regeneration of wing imaginal discs [17,18].
The cellular machinery required for gene expression
(RNA processing and protein synthesis) seems to be
blocked during the first 24 hours after implantation. We
analyzed the set of genes displaying expression changes
only in cut and implanted discs (200 upregulated and
220 downregulated genes in C0—C24), which presum-
ably represents the early regeneration signature in wing
imaginal discs. Many upregulated genes (Figure 1A) are
associated with the immune response to other organ-
isms and probably constitute a response to surgical
manipulation. It has been reported that mechanical
wounding is able to induce an antibacterial response
that might prime the organism to fight what is perceived
to be an increased likelihood of infection [40]. More
importantly, we identified several genes involved in the
Notch and Wg signalling pathways and transcription
factor-encoding genes whose expression is increased
only in cut discs during the first 24 hours (Additional
file 1). Functional analysis of downregulated genes iden-
tified enrichment associated with multiple metabolic
processes.

While direct comparison between upregulated and
downregulated genes in C0—C24 and NCO—NC24 pro-
vides a qualitative description of both transcriptomes,
GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) is able to recon-
struct a quantitative portrait of the functional differences
between these microarrays. GSEA is a computational
method that determines whether a defined set of genes
(e.g. GO categories) shows statistically significant differ-
ences between two biological conditions (e.g. cut versus
intact discs) [41]. Genes associated with a given GO cate-
gory were ranked according to their expression profiles
(C0—C24 versus NCO—NC24). Then, the enrichment
score (ES) was calculated to evaluate if the GO terms
were randomly distributed or found at the extremes (left
or right) of the ranked list. While GSEA analysis detected
a significant enrichment in C0—C24 (P value < 0.01) of
genes involved in Notch and Wg signalling pathways,
several transcription factors and the immune response
(Figure 1B), no particular categories were found to be
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Figure 1 Whole genome expression analysis of cut (C) and
uncut (NC) wing imaginal discs after 24 hours. (A) Gene
ontology (GO) terms of upregulated (red) or downregulated (green)
genes. The number of genes in each category in the microarrays is
shown within the bars. The length of the bars indicates the fold
change (enrichment in these transcriptomes compared to the
whole genome, P value < 0.001 in all cases). (B) Enrichment plots
for statistically significant GO categories. (Top) The Enrichment Score
(ES) computed by GSEA is shown for each category. ES value
reaches its absolute peak on the left side of the enrichment plot,
indicating overrepresentation in C0—C24 compared with
NCO—NC24. The zero cross mark indicates the point in which the
difference between expression in C0—C24 and NCO—NC24 is 0.
(Bottom) Coloured bars illustrate the position of genes belonging to
each GO category ranked according to their expression values in C

and NC discs.

specific only in intact discs. This observation strengthens
the early regeneration signature identified by direct com-
parisons of upregulated and downregulated genes.

By comparing the differential gene expression between
cut and uncut discs, we have been able to describe the
implantation effect at the transcriptomic level. However,
as biological processes governing disc regeneration may
be pertinent for the implantation response, a clear
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distinction between C0—C24 and NCO—NC24 gene
sets is rather difficult to make at this point. For instance,
genes involved in apoptosis and regulation of the JNK
cascade, which have been reported to be essential for
imaginal disc wound healing and dorsal closure [17,24],
were identified as upregulated in microarrays for intact
discs. Implantation probably results in sufficient stress
to trigger the JNK pathway and these genes cannot be
eliminated as relevant. Moreover, members of the Notch
and Wg signalling pathways, which show increased
expression only in cut discs, have been previously
reported in other regeneration systems [31,33]. As an
alternative, the nonsurgical method for inducing tissue
damage and regeneration [26,28] emerges as a very
powerful system not only to avoid the technical difficul-
ties associated with disc transplantation but also to per-
form new molecular screens and validate our results.

Identification of genes with putative roles in regeneration
We next examined the set of 281 genes showing expres-
sion changes in the C24—C72 microarrays and detected
an enrichment of transcription factors during this sec-
ond regeneration stage (Figure 2 and Additional file 2).
When compared to C0—C24 experiments, we observed
a significant increase in genes involved in the regulation
of RNA metabolism and gene expression in the set of
upregulated genes, whereas genes involved in apoptotic
processes, structural activities and dorsal closure were
augmented in the set of downregulated genes (Figure 2).
These results suggest that the normal activity of imagi-
nal discs, interrupted in response to dissection and
implantation, is resumed during the 24-72 hours of
regeneration. In addition, we detected functional cate-
gories associated with the immune system in both, upre-
gulated genes (related to the stress response) and
downregulated genes (related to the defense response to
bacteria).

We performed GSEA analysis of CO—C24 and
C24—C72 microarrays in order to elucidate which GO
categories are enriched in the full transcriptomes. The
GSEA plot in Figure 3A shows the functional classes
overrepresented in early regeneration. The results of
that analysis confirmed the enrichments previously iden-
tified (Figure 2). Moreover, in addition to RNA proces-
sing and protein folding activities, GSEA analysis of
C24—C72 identified an enrichment in genes associated
with cell proliferation and chromatin remodeling pro-
cesses during late regeneration of wing discs (Figure 3B).

To further characterize the regeneration process, we
defined four classes of genes according to their expres-
sion levels (Figure 4): Class I, genes showing differential
expression only in C0—C24; Class II, genes with differ-
ential expression only in C24—C72; Class III, genes dis-
playing changing expression levels between the two
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Figure 2 Functional annotation of differentially expressed
genes in wing imaginal discs at 24 and 72 hours of
regeneration. Gene ontology annotation of upregulated (red) or
downregulated (green) genes. The number of genes in each
category in the microarrays is shown within the bars. The length of
the bars indicates the fold change (enrichment in these
transcriptomes compared to the whole genome, P value < 0.001 in

all cases).

periods; and Class IV, genes that steadily increase or
decrease their expression levels. For each class, we gra-
phically defined their characteristic functional signature
using GSEA analysis (for a list of representative genes,
see Figure 5 and Additional file 3).

Class I genes show a significant change, either increas-
ing or decreasing expression between 0 hours and 24
hours after the cut, but remain constant during the sec-
ond period of time. Most genes in C0—C24 present this
expression pattern (82% of upregulated genes and 93%
of downregulated genes, Additional file 4). As expected,
we found upregulated genes associated with dorsal clo-
sure, the JNK cascade, MAP kinase activity, and the
Notch and Wg signalling pathways. In addition, other
genes associated with imaginal disc development,
immune response, and apoptotic processes were
detected. Moreover, we identified several downregulated
genes in this class associated with growth regulation or
involved in chromatin remodeling and wing disc devel-
opment. This category is a representation of the additive
response of the implantation effect and the process of
regeneration.

Class II genes display increased or decreased expres-
sion between 24 and 72 hours but remain constant in
C0—C24. Approximately half of the genes in C24—C72
showed this expression pattern (44% of upregulated
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genes and 49% of downregulated genes, Additional file
4). A significant enrichment of upregulated transcription
factors was observed in Class II, including Sox box pro-
tein 15 (Sox15 or SoxF), Enhancer of split (E(spl)) and
Medea (Med). SoxF codes for a transcription factor
involved in the Wg signalling pathway that has been
linked to control of proliferation in Drosophila [42] and
also skeletal muscle regeneration in mice [43]. E(spl) is
an essential Notch signalling pathway mediator [32] and
Med, a component of the dpp pathway [44]. Moreover,
several chromatin regulators showing increasing expres-
sion levels are also included in this class. Brahma asso-
ciated protein 60 kD (Bap60) and Dalao are components
of the Brahma complex involved in chromatin remodel-
ing [45] and Nucleosome assembly protein 1 (Napl) has
been implicated in nucleosome assembly [46]. Bap60
and Sox15 have been also identified in microarrays of
leg disc transdetermination [31]. Activation of these
genes together with the presence in this class of splicing
and translation initiation factors indicates that the nor-
mal RNA processing machinery resumes its activity in
the disc at this stage. In contrast, genes involved in the
wound healing response and cytoskeletal organization
processes were downregulated, presumably indicating
that cell shape changes and cytoskeletal reorganization
described in early healing have been accomplished.

Class III represents the set of genes whose expression
changed dramatically, from significant upregulation to
downregulation or vice versa. Up to 48 genes were identi-
fied as upregulated in C0—C24 and downregulated in
C24—C72 (29% of downregulated genes in C24—C72,
Additional file 4) but only two genes had the opposite
expression pattern. This module represented only 8% of
upregulated genes in C0—C24 (Additional file 4). Class
III was, in fact, enriched in genes associated with the
stress response, response to stimuli, defense response,
and structural activities, as well as several downstream
targets of the INK regulatory cascade. For example, we
found the Kriippel-like transcription factor cabut (cbt)
[47,48], the Collagen type IV (Cg25C) gene related to dor-
sal closure, and Drosomycin (Drs), Immune induced mole-
cule I (IM1), Transferrin (Tsf1) and Gadd45, which play a
role in the defensive response [40,49]. The increase in the
expression of other genes that play a defensive function
during the first 24 hours and the subsequent decrease up
to 72 hours correlates well with their role in the defensive
immune response. Furthermore, the slamdance (sda)
gene, belonging to this category, has also been identified
in other regeneration screens using leg imaginal discs
[31]. Most genes identified in Class III exhibit an
increase/decrease pattern of expression during regenera-
tion. These genes could account for the cellular
responses to injury, which would then be switched off
once wound healing is completed.
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Finally, Class IV includes genes whose expression
remains significantly increased or decreased throughout
the whole process, indicating their relevance during the
72 hours after the cut. A large fraction of upregulated
and downregulated genes in C24—C72 (56% of upregu-
lated genes and 22% of downregulated genes, Additional
file 4) had the same expression pattern observed in
C0—C24. While both microarrays were characterized by
an enrichment of upregulated genes whose products are
involved in apoptotic processes and transcription fac-
tors, the set of downregulated genes was rich in pro-
ducts with defensive response functions. Among the
genes whose expression pattern was upregulated
throughout the experiment, we found headcase (hdc)
and regucalcin, which were previously identified in ima-
ginal disc regeneration [31]. In addition, we detected the
cryptocephal (crc) gene, different chromatin remodeling
factors such as absent, small, or homeotic discs 2 (ash2)
and modifier of mdg4d (mod(mdg4)) as well as three basic
helix-loop-helix (bHLH) transcription factors (bigmax,
HLHm3 and HLHm?), indicating again that transcrip-
tional regulation plays a critical role in regeneration.
Finally, Inhibitor of apoptosis 2 (Iap2), longitudinals
lacking (lola), and Thor are related to the immune
response. Crc is a downstream target of the JNK path-
way implicated in wound healing [22,50] and it has been
reported that the activity of Thor in aging also depends
on the JNK pathway [51]. The set of genes that
remained downregulated throughout the 72-hour period
comprised a group of actin and heat shock proteins that
were probably activated just after the injury, and the
endopeptidases tolloid (tld) and tolkin (tok), involved in
imaginal disc morphogenesis.

Transcriptional regulators acting in early and late
regeneration
Among the plethora of genes identified as having altered
expression during the regeneration process, we draw
attention to the potential role played by those associated
with transcriptional regulation. We first analyzed the
putative targets of several transcription factors which
are candidate participants in disc wound healing and
regeneration. We computationally searched for binding
sites of these transcription factors in promoter
sequences of misregulated genes, using the genomes of
12 Drosophilas [52] to solidify the predictions (con-
served sites at least in D. pseudoobscura and four addi-
tional Drosophilids, enrichment calculated in
comparison to the total number of conserved sites of
each class in the D. melanogaster genome, see Methods).
The JNK signalling pathway activates the AP1 (Activa-
tor Protein 1) transcription factor, a dimer of jun and
fos [53,54]. We searched for AP1 binding sites in the
promoters of upregulated and downregulated genes in
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Figure 3 Gene set enrichment analysis of differentially
expressed genes in wing imaginal discs at 24 and 72 hours of
regeneration. (A) Enrichment plots for statistically significant GO
categories in CO—C24. ES value reaches its absolute peak on the
left side of the enrichment plot, indicating overrepresentation of
these categories compared with C24—C72. (B) Enrichment plots for
statistically significant GO categories in C24—C72. ES value reaches
its absolute peak on the right side of the enrichment plot,
indicating overrepresentation of these categories compared with
C0—C24. Genes in each GO category ranked according to their
expression values in both time points are shown as coloured bars.
The zero cross mark indicates the point in which the difference
between expression in C0—C24 and C24—C72 is 0.

C0—C24 (Figure 6). We found putative binding sites in
the promoters of 24 upregulated genes conserved in sev-
eral Drosophila species (371 genes identified in the
whole genome, P value < 10°°). Interestingly, 11 out of
these 24 genes were reported only in cut discs. The
number of AP1 predictions in the downregulated genes
was not statistically significant. This was as anticipated,
given the role of AP1 as a transcriptional activator. The
number of AP1 occurrences was not significant in the
upregulated genes of the C24—C72 microarrays, while
15 AP1 binding sites were identified in 12 downregu-
lated genes (P value < 10°®). When correlating these pre-
dictions with the gene classes previously established, in
addition to the expected abundance of Class I genes, we
identified a significant enrichment of Class III genes.
Despite a small amount of misregulated genes belong to
this class (Additional file 4), we identified AP1 sites in
six Class III genes in both C0—C24 and C24—C72
microarrays (P value < 0.001 and P value < 0.05,
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respectively). These results suggest that the JNK path-
way regulates the expression of Class I and Class III
genes through AP1 during the first few hours of wing
disc healing and that its activity decreases during later
stages of regeneration. As expected, different elements
of the JNK pathway have been identified in our expres-
sion profiles, confirming its activation during regenera-
tion. The phosphatase puckered (puc) has been used as
a molecular readout of the activated JNK pathway and
its expression seems directly controlled by AP1. In ima-
ginal disc fragmentation experiments, the expression of
puc is activated in several rows of cells near the wound
edges at 5 hours after the fragmentation, peaking at
12 hours and decreasing from 24 hours onwards, as the
wound is healed [17,19]. Differences in puc expression
would therefore be very difficult to detect at the time
points used in this study. However, by using bioinfor-
matics analysis we have identified a significant enrich-
ment of AP1 sites in the promoters of several other
genes with differential expression only in cut discs that
are pyhlogenetically conserved in multiple Drosophila
species, suggesting that they could be direct targets of
the JNK pathway.

Many members of the (E(spl)) gene complex show a
significant increase in their expression levels during
wound healing and regeneration stages. In particular, we
observed that the E(spl) gene is upregulated in
C24—C72 microarrays (Class II). E(spl) is a bHLH tran-
scription factor that binds regulatory sequences contain-
ing the E-box palindromic motif CACGTG [55,56]. We
performed a search of E-boxes in the promoters of mis-
regulated genes in C24—C72 (Figure 6). We identified
six evolutionarily conserved E-boxes in the promoters of
downregulated genes (346 genes in the whole genome
of D. melanogaster, P value < 0.01). Four of those six
genes display an expression pattern fitting Class III
genes (P value < 0.05), in contrast to the lower total
number of genes in this class in C24—C72 (Additional
file 4). Although these results suggest that the genes
identified are potential downstream targets of the Notch
pathway, it should be pointed out that other proteins,
such as dMyc, could also recognize the general consen-
sus sequence for the E-box element [57].

Finally, besides transcription factors we have also
identified genes that encode for chromatin remodelers.
This finding highlights the importance of transcription
and chromatin remodeling in regeneration and is consis-
tent with similar studies [31]. It has been demonstrated
that suppression of Polycomb group (PcG) proteins by
JNK induces transdetermination in Drosophila imaginal
discs and that this downregulation is directly controlled
by the JNK signalling pathway [25]. We have not found
PcG genes in our screen. Instead, the majority of chro-
matin regulators encode proteins that may play a
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Figure 4 Classification of differentially expressed genes
involved in wing imaginal disc regeneration. According to the
expression changes in early and late regeneration stages, genes in
the transcriptomes were organized in four classes: Class |, genes
with differential expression only in the first 24 hours; Class Il, genes
with differential expression only between 24 and 72 hours; Class |Ii,
genes with a significant difference between the two time periods;
Class IV, genes with a sustained increase or decrease in their
expression levels during regeneration. Intersections of upregulated
genes (in red) and downregulated genes (in green) in a particular
class are depicted using Venn diagrams. For each intersection, we
display the number of genes and a generic pictogram representing
the gene expression trend in C0—C24 and C24—C72.

general role as transcriptional activators. Among these,
Ash2, a member of the trithorax group (trxG), is
required for histone H3 trimethylation at lysine 4
(H3K4me3) and belongs to multiple methylation com-
plexes [58,59], and BAP60 and Dalao are members of
the Brahma complex [60,61]. The transcriptional activa-
tion of this small number of cofactors may lead to the
enzymatic activation of several proteins involved in
chromatin activity. According to our results, global tran-
scription slows at the beginning of regeneration but
resumes concurrent to wound repair.

Requirement of transcription factors and chromatin
remodelers in regeneration

We expect impairment on the ability to regenerate in
mutants for the genes identified in our molecular
screen. The requirement of the JNK pathway in wing
imaginal disc regeneration has already been described
[17-19,26] and alterations in the expression levels of
Notch members have also been reported [31]. After vali-
dating the changes in expression levels of selected genes
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by quantitative PCR (Additional file 5), we investigated
their involvement in regeneration. Wing discs from het-
erozygous flies (the homozygous condition being lethal)
were fragmented as above, implanted and recovered
after 24 and 48 hours (Figure 7). Although healing did
not seem to be affected in N**V*? mutant discs, prolif-
eration, measured by counting the number of mitotic
cells labelled with anti-Phospho-Histone3 (PH3), was
impaired. We also analyzed regeneration in imaginal
discs from heterozygous flies with a deficiency of all E
(spl) complex genes. Despite the fact that wound closure
did not seem to be compromised, a significant decrease
in proliferation occurs at 24 and 48 hours. Moreover, to
inquire into the role of Class III genes in regeneration,
we examined cbt mutant discs. Even though the discs
healed properly, there was lower proliferation in ana-
lyzed discs. Finally, since the category of chromatin reg-
ulators is significant (this report and [31]), we examined
the requirement for ash2, a Class IV member, in regen-
eration. Heterozygous discs for the ash2" allele were
smaller and showed wound healing defects at 24 hours,
probably hampering the proper assessment of their pro-
liferative capacity. Although proliferation seems to be
affected at 48 hours, it is probable that the absence of
regeneration in these mutant discs is due to healing
impairment.

The transcription factor Cbt as an example of Class IlI
genes

Most genes identified in Class III display a characteristic
increase/decrease pattern of expression during regenera-
tion, suggestive of tight regulation associated with the
requirement of the proteins encoded by these genes in a
particular window of time. As a member of Class III, cbt
was upregulated during the first 24 hours after disc frag-
mentation, decreasing dramatically in the following 48-
hour period. As already suggested by Mufoz et al. [47],
we found an AP1 binding site present in the proximal
promoter of cbt conserved in multiple Drosophila spe-
cies (Figure 8A), which indicates that is directly regu-
lated by AP1. In third instar larvae, cbt is ubiquitously
expressed in the wing disc (Figure 8B, C), and according
to our predictions, we observed an increase in the level
of expression of c¢bt after activating the JNK pathway in
the posterior compartment (Figure 8D). More impor-
tantly, we detected an increase in the regenerating tis-
sue, confirming the induction of its expression after
injury (Figure 8E). As an alternative method to avoid
microsurgery, regeneration was induced by triggering
apoptosis in the wing disc in a spatially and temporally
regulated manner. Recent reports have already shown
that cell death can be locally induced in certain domains
of the disc using the Gal4/UAS binary system in combi-
nation with Gal80" [26,28]. The use of the salm-Gal4
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Figure 5 Gene class signature of wing imaginal disc regeneration. Functional signature and expression map for each gene class defined
during wing imaginal disc regeneration. (Left panel) Enrichment plots for statistically significant GO categories identified for Class | (A), Class I
(B), Class Il (C) and Class IV (D) genes. ES values indicate overrepresentation of GO terms in each class. The zero cross mark indicates the point in
which the ratio between expression in C0—C24 and C24—C72 is 0. (Right panel) Expression maps of representative genes of each class. Red is
used for upregulation, green for downregulation and grey for no significant change in expression levels (see scale bar).

construct to drive expression of the pro-apoptotic gene
reaper (rpr) results in a region of dead cells in the spalt
(sal) domain. Higher levels of cbt expression can be
detected in the regenerating cells that close the wound
apically (Figure 8E-H). We have already demonstrated
that during cell death-induced regeneration, the JNK
pathway is activated at the leading edges of healing tis-
sue, and is required in the living cells for the regulation
of healing and regenerative growth [26]. Our results
point to the transcription factor Cbt as a crucial down-
stream mediator gene of JNK signalling during micro-
surgery or cell death-induced regeneration.

Although further experiments are required, it is possi-
ble that E(spl) binds to the E-boxes identified in the
promoters of cbt and other members of Class III genes
contributing to their downregulation in the 24-72 hours
period. In fact, in addition to cbt and CG10337, we
found three more genes of this class (Cg25C, Gadd45
and ple) containing conserved AP1 sites and E-boxes in
their promoter regions when we extended our analysis

up to 10 Kb upstream of the TSS (Additional file 6). All
these genes are precisely known JNK targets
[40,47,62,63]. In Drosophila, the Notch pathway is
known to participate in the regulation of growth in the
wing [64] and a relationship between both the JNK and
Notch pathways has recently been documented in tissue
homeostasis in aging flies [65]. In that study, it was
shown that tissue regeneration in the fly intestinal
epithelium depends on a sensitive balance between JNK
and Notch signalling events regulating stress responses,
stem cell proliferation, and cell differentiation. There-
fore, it is tempting to speculate that both JNK and
Notch pathways cooperate by regulating the transcrip-
tional activity of the same set of genes during wound
healing and regeneration of wing imaginal discs.

Conclusions

By determining expression profiles at different times of
regeneration, we have been able to identify early and
late genes involved in the process. The onset of wound
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healing is the first necessary step for regeneration [66]
and the role of the JNK pathway in this type of pro-
cesses has been widely documented [17,19,25]. Different
elements of the INK pathway have been identified in
our expression profiles, confirming its activation during
regeneration. Our analysis show a significant enrichment
of AP1 sites in the promoters of several genes with dif-
ferential expression only in cut discs, suggesting that
they could be direct targets of the JNK pathway. Several
genes identified in our work encode for transcription
factors, some of them of known signalling pathways,
and chromatin remodelers. This finding highlights the
importance of transcription and chromatin dynamics in
regeneration and is consistent with similar studies [31].
A comprehensive description of the regeneration pro-
cess will be enriched in the future by incorporating
information complementary to our expression data.
Thus, additional biological processes that are not direc-
ted by transcriptional responses, such as translational
control and subcellular localization, should be recog-
nized. However, the characterization of the relative con-
tribution of critical pathways [67], or more precisely, of
key genes may ultimately lead to the identification of
therapeutic targets for use in regenerative medicine.
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Methods

Drosophila strains and experimental conditions

All Drosophila strains and crosses were kept on stan-
dard media at 25°C. For microarray and qRT-PCR
experiments, imaginal disc regeneration was induced in
the w'''®ISO; 2iso; 3iso isogenic line from the DrosDel
collection [68]. The following strains were used: CS;
ash2" /TM6C [69]; N''N“?rb’; FRT82gro*: Df(3R)
grobgz'z/TM6B (a complete deficiency of all E(spl) com-
plex genes, in this paper referred to as Df(E(spl)); cht™
(202257E1 1 CyO-twi:GFP [47]; en-Gal4;Gal80"/SM6a-
TM6B; UAS-hep™?. All strains were kept at a constant
temperature of 25°C, with the exception of Notch''N"*2,
which was kept at 17°C until the dissection of discs and
then at 25°C from just after implantation until the end
of the experiment.

For cell death induction, UAS-rpr/Gal80%; salm-Gal4
flies were used as described [26]. Larvae were kept at
17°C to avoid rpr expression until third instar larvae
(approximately 120 hours after egg laying). Next, they
were shifted to 29°C to activate rpr expression for
10 hours, and then larvae were dissected and fixed with
4% formaldehyde.

Imaginal disc manipulation and labeling of mitosis
Imaginal disc manipulation, either of wild type or
mutant discs, was performed as described previously
[17]. Wing discs were removed from third instar larvae
and a 90° sector was dissected out from the posterior
(P) compartment, leaving a 3/4 anterior fragment.
Experimental and control (uncut) discs were implanted
into recently eclosed Canton S females and kept at
25°C. Regenerating fragments were recovered at 24 and
48 hours after implantation, fixed with 4% paraformal-
dehyd and immunostained following standard protocols
with anti-PH3 (1:1000, Upstate Biotechnology, Inc),
FITC-conjugated goat anti-rabbit secondary antibody
(1: 200, Jackson Immunoresearch, Inc.) and TOPRO3
(Molecular Probes, Inc) for nuclei staining. Imaginal
discs were mounted in SlowFade Light Antifade (Mole-
cular Probes, Inc.) prior to confocal analyses (Leica
SPE). Images were treated with ImageJ] (NIH) and
Adobe Photoshop software. For analysis of wound heal-
ing and proliferation, at least 10 discs were analyzed for
each condition. The number of M-phase cells near the
wound was determined using Image] (NIH) software.
We used SPSS Statistics 17.0 for statistical analysis.

In situ hybridization

In situ hybridization of wing imaginal discs fixed with
4% formaldehyde was performed as described previously
[70]. cbt sense and antisense RNA probes were synthe-
sized using a complete cDNA (a gift from N. Paricio)
with DIG RNA labeling Mix (Roche, Inc.) and
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hydrolyzed prior to hybridization. An antibody conju-
gated with alkaline phosphatase (Roche, Inc.) was used
against Digoxigenin probes. NBT/BCIP (Roche, Inc.)
was used to develop in situ hybridizations and fast red
tablets (Roche, Inc.) for fluorescent in situ hybridization.
Discs were analyzed with a Leica DMLB fluorescent
microscope and a Leica SP2 confocal microscope.

Quantitative RT-PCR analysis

Total RNA was extracted using the Mini RNA Isolation
I Kit"(Zymo Research Corp., CA, USA). Reverse tran-
scription reactions with 500 ng of RNA isolated from

regenerating discs were used to synthesize cDNA with
M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen Corp., Carls-
bad, CA, USA) according to the manufacturer’s instruc-
tions. The qRT-PCR was performed with an ABI PRISM
7700 following the recommended protocol (Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA). Each sample was repli-
cated three times and average values were used for
further analysis. Data were analyzed by the ACT method
and normalized by subtracting the value of the geo-
metric average of three control genes (dia, mRpL9 and
ptp6IF) obtained using geNorm software [71]. TagMan
primers and probes designed and synthesized by Applied
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Notice upregulation of cbt in the posterior compartment. (E) Confocal section of a wing disc after 24 hours of regeneration. cbt is overexpressed
near the wound. (F-J) Fluorescent in situ hybridization (blue) in disc in which cell death has been induced; nuclei are stained red. (F) Basal
confocal section of a wing disc after 10 hours of rpr induction in the salm domain. The dotted line indicates the cell death domain. cbt
expression is constant throughout the disc. (G) High-magnification view of the white square in F. (H) Apical confocal section of a wing disc after
10 hours of rpr induction in the salm domain. Regenerating cells in this domain show a high level of cbt expression. (I) High-magnification view
of the white square in H, showing increased expression of cbt. (J) Cross-section through a stack of images (from apical to basal) at the level of
the yellow line in F. Scale bars = 50 um.
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Biosystems for this analysis were: Dm02150755_g1
(ash2); Dm01800197_s1 (cbt); Dm02151501_s1 (E(spl));
Dm01821420_m1 (Sox15); Dm02151361_gl (tid),
Dm01811206_gl (dia); Dm02135860_s1 (mRpL9); Dm
0183210_g1 (ptp6IF).

Microarray analysis

Microarrays were printed at the Plataforma de Tran-
scriptomica (SCT-PCB, Universitat de Barcelona, Spain)
using the Drosophila genome Oligo Set version 1.1
(Operon Biotechnologies Inc., Huntsville, AL., USA) as
described previously [69,72] (GEO platform number
GPL3797). Total RNA was extracted as described above
from wing discs recovered after 0, 24 and 72 hours for
cut discs, and at 0 and 24 hours for uncut discs. At
least two independent RNA extractions were carried
out. In the case of cut discs, RNA extracted after 24
hours of implantation was used as a common reference
and therefore three pair-wise comparisons were set:
C0—C24, C24—C72 and NCO—NC24. Four microar-
rays were hybridized for each experiment in biological
replicate pairs including dye swaps to take dye bias into
account. Microarray analyses were performed as
described previously [72]. GenePix Results (GPR) data
files were obtained for each microarray with an Axon
4000B scanner and GenePix Pro 6 (Molecular Devices
Corp., Sunnyvale, CA, USA). All GPR files were ana-
lyzed with the Limma package from BioConductor
[73,74] using the same criteria. Array normalization was
carried out independently for each set of four arrays
using the mad method from OLIN, and a linear model
was fitted and FDR corrected [73]. We obtained a list of
genes that displayed at least two-fold differential expres-
sion (FDR-corrected P value < 0.05). Further experimen-
tal and statistical details together with raw and
normalized data can be accessed through NCBI's Gene
Expression Omnibus [75] series number GSE17408.

All gene sets have been mapped in the genome of D.
melanogaster using the RefSeq track of the UCSC gen-
ome browser [76] annotations (genome assembly dm3,
April 2006). We used the TermEnrichment tool from
the AmiGO suite [77] to assess the statistical signifi-
cance of GO term enrichments on each list of genes
using the whole genome as a second reference set (P
value < 0.001, each enrichment must contain at least
five genes). We employed the program GSEA [41] to
perform gene-set-enrichment analyses in the full tran-
scriptome of each microarray (rank function: difference
of expression values). The Enrichment Score (ES) was
calculated by walking down the ranked list, increasing
the cumulative sum when a gene is present in a given
GO category and decreasing it if a gene is not (see [41]
for further details).
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Promoter characterization

We extracted 1,000 nucleotides upstream of the tran-
scription start site of each gene according to RefSeq
annotations in the UCSC Genome browser [76]. Using
the predictive models published in the literature for AP1
and E(spl) [54,55], we used the MatScan program [78]
to obtain the list of putative transcription factor binding
sites on the set of gene promoters. We converted these
predictions into the UCSC custom track format to map
them along the D. melanogaster genome. Using the
Conservation track (multiple alignment of Drosophila
species), we filtered out the predictions that were not
conserved in at least five species (including D. pseu-
doobscura or more distant species). We randomly
sampled 10,000 datasets containing the same number of
genes of each up or downregulated gene sets, using a Z-
test to evaluate the statistical significance on each set of
predictions in comparison to the whole genome.

Additional material

Additional file 1: Gene signature of wing imaginal disc early
regeneration. For each gene we display the functional annotation
according to the Gene Ontology.

Additional file 2: List of transcription factors in C24—C72. For each
transcription factor we display the binding molecule (DNA or protein)
and the functional annotation according to the Gene Ontology.

Additional file 3: Representatives of regeneration gene classes. For
each class in the catalogue we show the list of selected representatives
and the functional annotation according to the Gene Ontology.

Additional file 4: Number of genes on each class in C0—C24 and
C24—C72. For each microarray we display the number of misregulated
genes distributed in classes according to the gene catalogue.

Additional file 5: Quantitative RT-PCR for target genes in
regenerating discs after 0, 24 and 72 hours. Twenty-four hour
expression levels were used as reference for comparison (baseline).
Arrows represent significant expression changes (P < 0.005); red arrows
indicate upregulation and green arrows downregulation.

Additional file 6: AP1 sites and E-boxes identified in the promoter
region of Class Il genes. For each gene we display the length of the
promoter sequence, the position of AP1 sites (in red) and E-boxes (in
blue), the beginning of the gene (in white) and the conservation level of
the sequence according to the multiple alignment of Drosophila species
(UCSC genome browser Conservation track).
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