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Proleg

Un dels molts camps fascinants de la Biologia moderna, del que
encara queden moltes preguntes sense respondre, és el de la Biologia
del Desenvolupament en totes les seves vesants: desenvolupament
embrionari, regeneracid, etc. De fet, una de les preguntes clau és com
es generen les estructures de l‘organisme a partir de la informacié
continguda en el DNA (és a dir, el pas d’una informacid unidimensional
a unes estructures tridimensionals). Es dins aquest amplissim camp, la
Biclogia del Desenvolupament, on s’emmarca aquesta Tesi, en un intent
de col.laborar, des de les tecniques emprades i els resultats
obtinguts, a aportar algunes dades noves que contribueixin al seu
avang.

Es per aquest proposit que s’ha escollit com a model d’estudi un
organisme que presenta algunes caracteristiques que el fan avantatijods
per aquests tipus de treballs: les planaries d’aigua dolca (apartat 1
de la Introduccid). Les planaries sén conegudes per la seva gran
plasticitat plasmada en la capacitat de créixer i decréixer en funciéd
de les condicions ambientals (temperatura, disponibilitat d’aliment,
etc.) 1, molt especialment, per la seva gran capacitat de regeneracid
(apartat 2 de la Introduccid). Aquests dos processos sdn possibles
gracies a l’existéncia de cel.lules soca, totipotents i pluripotents,
gque mantenen 1l‘organisme en un constant estat de renovament cel.lular
(apartat 3 de la Introduccid).

El fenomen de la regeneracid té molts paral.lelismes amb el
desenvolupament embrionari pel que fa referéncia a la formacid del
patré, establiment i manteniment de la polaritat (anteroposterior,
dorsoventral), determinacié i diferenciacié cel.lular, 1llinatges
cel.lulars,... Es per aquest motiu que un coneixement més profund de
la regeneracidé i dels successos que 1’acompanyen ens pot fer entendre
millor molts dels processos del desenvolupament embrionari.

El primer qgue cal tenir per tal de fer un seguiment d‘acquests
fendmens sén marcadors adients (apartat 4 de la Introduccid).
Experiments realitzats d’incorporacié de timidina H® i bromdeoxiuridina
(BrdU), que s’incorporarien a ceél.lules en divisié (els neoblsts,
apartat 3 de la Introduccid), no han reeixit amb éxit. Els anticossos
monoclonals (apartat 5 de la introduccié) s‘han revelat com unes eines
molt utils i versatils en aquests tipus d’estudis, tant com a marcadors
moleculars per a fer-ne el seguiment com per detectar i aillar
possibles molecules implicades. Es per aquest motiu que s’han escollit
com a marcadors moleculars en un intent de tenir una eina per a
aprofundir en el coneixement d'aquest sistema.
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1 - DESCRIPCIO DE L’ORGANISME

1.1 - Organisme

Els organismes en els que s’‘ha centrat agquest treball sén les
planaries d’aigua dolga. Basicament s’'ha utilitzat una racga asexuada
de 1l'’espécie Dugesia(G)tigrina (fig. 1) (Filum Plathelminthes, Classe
Turbellaria, Ordre Seriata, Subordre Tricladida 1 Infraordre
Paludicola) que, malgrat ser d’origen america arribada a Europa a
principis de segle, esta distribuida ubiquament per Catalunya (Bagufia
i col, 1980; Ribas, 1990). Aquesta espécie presenta també races
sexuades al continent america i, com a cas exepcional, a 1‘Illa de
Mallorca (Ribas, 1990). El1 tipus de reproduccid que utilitza la raca
asexuada és la fisiparitat (reproduccidé per escissid d’una part de

1’ organisme) seguida de la regeneracid (restitucié de parts
desaparegudes) de les estructures gque 11 manquen en ambdds
"descendents".

1.2 - Estrutura i morfologia interna

A 1'igual que la resta dels Platihelmints, sén organismes amb una
morfologia general bastant senzilla, amb abséncia de sistemes
circulatoris, respiratoris i esquelétics. Sén triblastics, acelomats,
no segmentats, amb polaritat anteroposterior, dorsoventral i simetria
bilateral.

La raca asexuada a la qual ens referirem des d’'ara presenta uns
12-15 tipus cel.lulars descrits segons criteris morfoldgics obtinguts
mitjancant macerats i dissociats cel.lulars, microscopia optica amb
talls semifins i microscopia electrdnica (Bagufia, 1973; Bagufia i
Romero, 1981; Romero, 1987). Aquests tipus cel.lulars sén: epitelials,
musculars, parenquimatiques, secretores de tipus cianofil i aciddfil,
flamigeres, nervioses, columnars gastrodérmiques, cel.lules tipus
goblet, rabditicues, pigmentaries, de la glia i cé&l.lules
indiferenciades, anomenades neoblasts. D’aquests derrers provenen tots
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els altres tipus cel.lulars per diferenciacid; és més, aguests
organismes estan en un estat de renovacid cel.lular constant a partir
d’aguests neoblasts (per una visidé més amplia del neoblast, veure
apartat 3 d’aquesta Introduccid).

Fig. 1: Raga assexuada de Dugesia(G)tigrina

Tots aquests tipus cel.lulars es troben formant els diversos
teixits 1/o0 organs de la planaria o bé immersos en ells.
Estructuralment, l‘organisme té un epiteli monoestratificat que
descansa sobre una lamina basal (fig. 2) composta de colagena de tipus
IV i laminina. Aquest epiteli esta contituit per ceél.lules fortament
adherides entre elles en el seu extrem apical (Klima, 1969). L'epiteli
dorsal difereix del ventral per presentar un gran nombre de cél.lules
amb rabdits (formacions proteiques allargades, rigues en arginina.
Romero, 1987) i per ser més gruixut. En canvi, l’epiteli ventral és
molt més ciliat (Bagufia, 1973; Sald, 1984).

Sota la lamina basal hi ha dues capes musculars formades per
musculatura llisa, encara que alguns autors (Sarnat, 1984) consideren
que la musculatura de planaria té caracteristiques de llisa i estriada
alhora. La capa més externa esta formada per fibres de musculatura
circular i la capa més interna per fibres longitudinals (ambdues
orientacions respecte 1’eix anteroposterior). Entre aquestes dues capes
perpendiculars hi ha fibres musculars oblidgles.
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L’'aparell digestiu (fig. 3) esta format per tres diverticles
intestinals (que suposa un criteri de classificacié: Triclads) cecs i
molt ramificats, connectats entre si i a la faringe, que és 1'drgan per
on ingereix 1l’aliment. Els cecs intestinals estan constituits
basicament per dos tipus cel.lulars (Pedersen, 1959a, 1959b; Baguifia i
Romero, 1981; Romero, 1987) (fig.2): les cél.lules columnars
gastrodérmiques i les cel.lules goblet, de tipus secretor (Specian i
Oliver, 1991, per a una revisidé general de cel.lules goblet).

En canvi, la faringe, que és un organ evaginable especialitzat
en la captura i digestié prévia de l‘aliment i a través del qual
1’intesti es comunica amb l’exterior mitjancant wun porus bucal,
presenta una gran complexitat. Esta limitada externament per un epiteli
monoestratificat ciliat que descansa sobre una lamina basal, sota la
cqual hi ha els nuclis de les cel.lules epitelials que estan units a la
part apical de la cel.lula per un peduncle (Bagufia, 1973; Espinosa,
1993) . Internament esta limitada per un epiteli monoestratificat ciliat
en els seu tercg distal (el més proper al porus bucal), i no ciliat pero
amb molts microvilli en el seu terg¢c proximal, gque connecta amb
l’epiteli intestinal de manera continua. Aquest epiteli intern descansa
també sobre una lamina basal. Sota la lamina basal d’ambddés epitelis
faringis hi ha dues capes musculars, longitudinal la més externa i
circular la més interna (fig. 2).

Omplint els espais entre les estructures esmentades del cos i de
la faringe trobem un parénquima compacte:

- El pareénquima que omple el cos de 1l’organisme esta format per
diversos tipus cel.lulars: cél.lules parenquimatiques, secretores de
tipus ciandfil i acidofil, musculars dorsoventrals, musculars obliqies,
musculars envoltant els diverticles intestinals, rabditiques
subepideérmiques (precursores de les epitelials) , Dplgmentaries
(responsables de la coloracidé de 1l’organisme), flamigeres (amb funcid
excretora) i neoblasts (Dubois, 1949; Pedersen, 195%a, 1959b; Bronsted,
1969; Bagufia, 1973; Bagufia i Romero, 1981; Romero, 1987; Rieger i col,
1991; Romero i Bagufia, 1991).
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Fig. 3: Esquema del sistema nervioés () i de l’'aparell digestiu (B) de

planaria.

En posicié ventral i entre les cél.lules que componen el
parénquima hi ha el sistema nervids central (que actua com a sistema
neuroendocri) (fig. 2) format per diversos tipus cel.lulars (Bagufia i
Ballester, 1978; Rieger i col, 1991). El sistema nervids central esta
format per dos ganglis cefalics units per una comisura, dels quals
surten dos cordons nerviosos que discorren cap a la part posterior
(fig. 3). Aquests cordons nerviosos estan també units entre ells per
comisures, i tant d’ells com dels ganglis cefalics surten inervacions
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cap als oOrgans sensorials, diverticles intestinals, faringe, etc.
(Bagufia, 1973) . La planaria disposa d’organs sensorials quimioreceptors
en la zona cefalica, especialment en les auricules, i d’'drgans
fotoreceptors concentrats en un parell d’ulls en posicid cefalica sobre
els ganglis cefalics.

- El parenquima que omple la faringe esta format majoritariament
per cel.lules de tipus secretor, amb un gran nombre de prolongacions
ramificades que s‘extenen des de la base de la faringe, on acostumen
a estar els seus nuclis, fins a les zones distals (Bagufia, 1973).
Immersos en aquest pareénguima hi ha un gran nombre de fibres musculars
radials que uneixen les capes musculars internes i externes, convertint
la faringe en un organ fortament musculat. Dins aguest parénguima hi
ha també els dos anells circulars concéntrics del sistema nervids
faringi (Bagufia i Ballester, 1978; Rieger i col, 1991). Es important
destacar 1l‘abséncia de neoblasts en la faringe.

La faringe esta allotjada en una cavitat faringia recoberta per
un epiteli monoestratificat. Es comunica amb l’exterior per un porus
faringi situat en posicid ventral, per on surt la faringe a 1'exterior
per captar l‘aliment.
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2 - CREIXEMENT, DECREIXEMENT I REGENERACIO A
PLANARIA

2.1 - Fendmens de creixement i decreixement

Tal 1 com s‘ha esmentat al Proleg, les planaries tenen la
facultat de créixer i decréixer en llargada i volum corporal,
principalment per hiperplasia (nombre de cel.lules) més que per

hipertrofia (volum cel.lular) ,en funcié, entre d’altres, de la
temperatura i la freqgiiéncia d’alimentacié (Romero, 1987; Romero i
Bagufia, 1988). En condicions de baixes temperatures 1 una alta

freqiéncia d’alimentacidé (condicions optimes per les planaries),
l'organisme creix (augmenta en llargada, volum corporal i nombre de
cél.lules) mentre que en condicions inverses, l‘organisme decreix. La
base d’acuest fenomen (Bagufia i Romero, 1981; Bagufia i col., 1990;
Romero i Bagufia, 1991) rau en el balang entre la mort cel.lular i la
proliferacid, ja gque tots els tipus cel.lulars diferenciats, post-
mitotics i amb un periode vital de 30-60 dies (Romero i Bagufia, 1988),
sén reemplagats continuadament per diferenciacid a partir de necoblasts
(per a informacié adicional, veure apartat 3 d’aquesta Introduccid).
D’agquesta manera, 1l'’organisme creix o decreix en funcid del resultat
entre la taxa de mort cel.lular i la de proliferacié. En condicions
optimes, la taxa de mort cel.lular es veu superada per la taxa de
proliferacidé dels neoblasts, la qual cosa es tradueix en un creixement
net de l’organisme. En condicions oposades a les optimes, el balanc net
és l’invers i es tradueix en un decreixement de 1l’organisme (Romero,
1987; Romero i Bagufia, 1988).

Aquesta dinamica natural de creixement i decreixement comporta
canvis en les proporcions corporals, tissulars i cel.lulars. Respecte
agquests canvis cal esmentar que el volum del sistema nerviéds, de la
faringe i el nombre de neoblasts decreixen (proporcionalment) respecte
el volum total o al nombre de ceél.lules durant el creixement dels
organismes (Bagufia, 1973; Bagufia i col., 1990, per una revisid
general). En canvi, la gastrodermis i el parénguima incrementen el seu
volum proporcional durant el creixement. Al mateix temps s’observen
canvis alométrics de posicié dels teixits i organs respecte 1'eix
antero-posterior durant el creixement i decreixement. D’aquesta manera,
per exemple, els ganglis cefalics i la faringe es veuen desplacats
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anteriorment durant el creixement (proporcionalment respecte la
longitud total de l’organisme).

Els fendomens de creixement 1 decreixement junt amb els canvis en
les proporcions corporals descrits a planaria suposen, en cert sentit,
uns processos d’envelliment (creixement) i rejuveniment (decreixement)
continuats que han de suposar una despesa energetica elevada (gque
malgrat tot és molt rentable ja gque els permet sobreviure en époques
desfavorables; Romero, 1987) i una regulacid d’'aquests fendmens molt
important. El/s macanisme/s de regulacié dels canvis alométrics
observats en proporcions corporals, tisulars, cel.lulars i de posicid
durant el creixement i decreixement a planaria no sén coneguts, malgrat
potser podria existir a planaria una substancia equivalent al "factor
d‘activacidé de proporcions" (Proportion activating factor, PAF),
descrit a cnidaris per Plickert (1990), actuant d’una manera molt fina
sobre els fluxes de diferenciacid dels neoblasts en les diferents
posicions de l‘’organisme.

2.2 - Regeneracid

Les planaries tenen també una gran capacitat de regeneracié, de
vital importancia per a les races asexuades ja que que l'utilitzen com
un dels passos de la seva reproduccid (apartat 1.1). Es un fendmen que,
tot 1 que ha estat forca estudiat 1 que ha generat moltes
controvérsies, presenta encara actualment diverses qliestions obertes.
En aguesta linia cal esmentar els treballs pioners de Morgan (1901),
els treballs de Pedersen (1958), Kido (1861), Wolff (1962), Bronsted
(1969), Bagufia (1973), Saldé (1984) Romero (1987) i les revisions
generals de Gremigni (1988) i Bagufia i col. (1988, 1990).

Dels mecanismes generals de regeneracid (epimorfic: on totes les
noves estructures provenen de la regid del blastema de regeneracid, i
adoptat pels amfibis en regenerar extremitats; morfalactic: on totes
les noves estructures es formen dins els territoris preexistents del
regenerant, i adoptat pels celenterats), s’ha proposat per planaria un
model mixte epimdrfic-morfalactic (Sald, 1984; Sald i Baguiia, 1984).
En aquest model, el patrd d’estructures es forma morfalacticament en
una estreta banda de teixit (0-500pum) a la zona adjacent a la ferida
i que abarca un periode de 0 a 2 dies. Aquest patrdé d’estructures
apareixeria en aquesta banda de forma simultania o en rapida seqgiiéncia.
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Emprant teécniques de transplantament, es va establir que 1la
determinacié de la regidé cefalica en regenerants anteriors es fa entre
les 6-24 hores a 17°C, i la de la faringe entre les 12 i 36 hores. En
el periode comprés entre els dies 3 i 8 de regeneracid, aquest patré
d’estructures es veu amplificat i modulat per la formacid d’un blastema
de regeneracid, que porta implicits fenomens de proliferacid, migracid
i diferenciacié cel.lular, i qgue donaria un caracter epimorfic a la
regeneracié. De fet, potser no hi ha diferéncies tant clares entre el
model epimdrfic i el morfalactic com tradicionalment s’ha pensat que
ajudarien a integrar-los en un sol model epimorfic-morfalactic o, com
apunta Espinosa (1993) en el cas concret de la regeneracié de la
faringe a planaries, un model "encara no epimorfic / Jja no
morfalactic".

La seqiiéncia de successos durant la regeneracid a planaria seria
la segiient (fig. 4): quan es talla transversalment una planaria a
qualsevol nivell de l’eix antero-posterior, es produeix una rapida i
forta contraccié muscular de les fibres circulars i longitudinals
properes a la ferida. Les ceél.lules epitelials que hi ha en els
epitelis propers a la ferida s’extenen per damunt de les cel.lules
parenquimatiques formant un epiteli de lum de gruix qgue cicatritza la
ferida en 30-45 minuts (Sald, 1984; Ribas i Bagufia, 1986). A partir
d’agquest moment, i amb més intensitat a partir de les 6-12 hores, es
van acumulant neoblasts sota aquest epiteli de cicatritzacié. Agquests
neoblasts provenen de les zones properes del parenquima, on es formen
a partir d’altres neoblasts per divisié cel.lular. Aquest acumul de
neoblasts forma el blastema de regeneracid que és visible ja a les 24
hores.

El nombre de cél.lules del blastema va creixent fins a estadis
tardans de la regeneracidé. Aquest creixement no es produeix per
activitat mitotica de les cél.lules del blastema (Morita i Best, 1984;
Salé i Bagufia, 1984) siné que es produeix per l‘entrada continua de
cél.lules indiferenciades des del postblastema (zona del regenerant
propera al blastema) (Saldé i Bagufia, 1989).

Les estructures que manquen al regenerant comencen la seva
diferenciacié dins el blastema i postblastema a partir del 3% dia de
regeneracié, i les proporcions correctes dels diferents organs i
teixits s’assoleixen a partir de la 2°°°-4%3 getmana (sald, 1984) . Agquest
temps no depén tant sols de la temperatura de regeneracid, siné també
del nivell de tall del regenerant, sent més lenta la regeneracid caudal
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Fig. 4: Esquema de la regeneracidé en planaria: A) regeneracié caudal d’un cap
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regenerant. B) regeneracid cefalica d‘una cua regenerant.
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en caps regenerants (fig. 4a) que la regeneracidé cefalica en cues
regenerants (fig. 4b).

Respecte l’origen de les cél.lules del blastema, hi ha 1l’opinid
generalitzada de que totes les cel.lules que el formen provenen de
cél.lules indiferenciades del regenerant (Bagufia, 1981; Sald, 1984;
Bagufid i col., 1989), o si més no la majoria. De totes maneres, i fins
que no s’emprin els marcadors adients, no es poden descartar fendmens
restringits de desdiferenciacid i/o transdiferenciacid (Gremini, 1988).

Una questidé que queda encara sense resposta malgrat totes les
dades que es tenen, és com es manté la polaritat anteroposterior i com
es determinen les estructures en l’ordre i la posicid correctes al
llarg d’aquest eix. Es poden establir tres grans grups de models sobre
el manteniment d’agquesta polaritat:

1) Els gque suposen l’existencia d’un substrat estructural, ja
sigui en forma de polaritzacid cel.lular individual o bé, tal i com
proposa Bronsted (1969), que el sistema nervidés, amb les seves
diferéncies quant a nombre de neurcnes al 1llarg de 1l’eix
anteroposterior, pugui ser la base de la polaritat cefalo-caudal a
planaria.

2) Els gue suposen interaccions cel.lulars entre regions
frontera, gque postulen que s‘estableixen valors posicionals per
interaccions ceél.lula-cel.lula entre regions frontera, com descriu
Maden (1977) per les extremitats d’amfibis. Segons Chandebois (1980)
l’epidermis podria ser la regidé frontera a planaria, de forma que la
polaritat vindria donada pel tipus de recobriment epidérmic de la zona
de la ferida en la regeneracié (dorsal en regeneracid anterior i
ventral en posterior).

3) Els que suposen l‘existéncia de gradients de diferents
caracteristiques, com de metabolits (Child, 1911), d’'induccions-
inhibicions (Wolff i col., 1964), de reaccié-difusidé (Gierer i
Meinhardt, 1972), dels quals s’han elaborat models matematics cada cop
més complexes i tenint presents diferents factors, com el de Cummings
(1990) o com el model de control del patré de pair-rule en Drosophila
per reaccié-difusié en un sistema de quatre morfogens (Lacalli, 1990).

A d'altres organismes han estat detectats alguns d’aquests
morfogens, com és el cas del producte del gen bicoid (becd) o del
morfogen dorsal (dl) en l’embriogénesi de Drosophila, que induiria
diversos teixits en trobar llocs d‘unié amb diferents activitats i per
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interaccidé amb altres molécules com el bHLH (Jiang i Levin, 1993). En
altres casos, com l’acid retinoic endogen en l'extremitat de pollet,
esta encara en discussid si és un morfogen produit per les ZPA (centre
d’activitat polaritzant), o si les ZPA sdén induides per 1’acid retinoic
i elles indueixen les cél.lules veines per interaccions ceél.lula-
cél.lula (Wanek i col., 1991; Noji i col., 1991; Bryant i Gardiner,
1992; Tamura i col, 1993). I, finalment, en alguns sistemes s’especula
sobre 1l’'existéncia de gradients de morfdgens o d‘informacid posicional
per interaccions cél.lula-cél.lula mitjancant dades indirectes, com és
el cas de Caenorabditis elegans amb 1l'expressidé del gen mab-5, que
podria actuar com a mediador d’'un gradient d’informacié posicional
(Kenyon, 1986) donant identitat a les ceél.lules de la regid posterior
del cos, o del producte de Chox-4 en pollet (Nohno i col., 1991), que
manté un senyal posicional induit per un hipotétic gradient. Més clara
semblaria 1'existéncia d’'un gradient de morfogen en el desenvolupament
de les taques oculars de papallones (French i Brakefield, 1992).

Durant el procés de regeneracid, aquests tres grups de models
implicarien respectivament: 1) la reestructuracidé del substrat
estructural; 2) el reestabliment de la regid frontera distal a 1’extrem
del blastema seguit de la intercalacidé dels valors posicionals per
interaccions céel.lula-cel.lula; o 3) el reestabliment dels gradients
de morfogen dins el territori del regenerant i 1’establiment dels
gradients dins el blastema.

També s'ha de tenir present 1l’actuacié de gens amb sediiéncies
homeotigques, ampliament distribuits pels diferents Filums, ja que molts
d’'ells estan involucrats en el control de la formacid del patrd, 1 en
la determinacidé i diferenciacid cel.lular, (Gehring, 1987; Biirglin,
1993 per a una revisid general).

Malgrat totes aquestes dades en altres organismes i sistemes i
al fet que s’'hagin aillat gens amb homeocbox i POU-box a planaria
(Garcia-Fernandez i col., 1991; Miralles, 1992; Sald i col., 1993; Orii
i col., 1993) no es coneixen encara els gens ni molécules implicades
en agquest procés en planaria ni els seus mecanismes d’actuacid. De fet,
és molt probable que el mecanisme real de determinacidé i manteniment
de la polaritat antero-posterior sigui una combinacid d’elements dels
diferents models, com ja avancava Wolff i col. al 1966 en combinar els
models de regié frontera i gradients d’activadors-inhibidors per
planaria, on potser caldria donar també algun paper al sistema nervids
(que actua com a neuroendocri) .
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3 - EL NEOBLAST, LA CEL.LULA SOCA

Els neoblasts, cél.lules indiferenciades totipotents i
pluripotents (Dubois, 1949; Wolff, 1962; Bronsted, 1969; Bagufia, 1973,
1981; Bagufida i Romero, 1981; Ehlers, 1985), amb una morfologia tipica
(cél.lules petites i arrodonides, amb una relacid volum nucli / volum
cel.lular molt alta), representen un 20-30% del total cel.lular,
depenent de la grandaria corporal, la temperatura i 1l’estat
d’alimentacié (Bagufia i Romero, 1981).

Estan distribuits per tot el parénquima de la planaria sense
formar cap teixit especial, excepte en la faringe on, al menys en els
2/3 distals, no s’‘ha detectat la seva preséncia (Bagufia, 1973; Bagufia
i Romero, 1981). Aquesta distribucidé pel paréngquima no és, pero,
uniforme, sent més baixa en zones cefaligues que en zones mitjanes-
caudals, la qual cosa ajuda a explicar perqué els caps regenerants
empren més temps a refer les estructures perdudes gue les cues

regenerants.

Els neoblasts poden ser considerats com auténticues "cél.lules
soca" (stem cells) segons la definicidé de ceél.lula soca de Potten i
Loefler (1880) que figura en la seva revisid sobre aguest tema. Segons
aquests autors, una cél.lula soca definida pels seus atributs
funcionals és aquella cél.lula indiferenciada capac de:

a) proliferar

b) automantenir-se

c) produir un gran nombre de cél.lules diferenciades en la seva
progénie

d) regenerar un teixit després d‘una lesid

e) mostrar flexibilitat en el compliment de les anteriors
premisses.

Malgrat les dificultats en definir acuradament molts d’aquests
termes, els neoblasts compleixen totes aquestes premisses:

a) Formen el compartiment proliferatiu de planaria, en
contraposicié al compartiment funcional o diferenciat format per la
resta de tipus cel.lulars, tots ells diferenciats i aparentment sense
capacitat de proliferacié (Bagufia, 1981; Bagufia i col, 1983).
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b) S’autorrenoven per mitosi.

c) Tots els tipus cel.lulars de planaria provenen dels neoblasts
per diferenciacid.

d) Regeneren totes les estructures perdudes en una lesid.

e) Els fluxes de diferenciacié/proliferacid/regeneracidé estan
finament regulats en funcié de factors extrinsecs (ambientals) 1
intrinsecs (estat de 1l’organisme). (Per a una revisid general, veure
Bagufia i col., 1990).

En sistemes de renovament cel.lular més estudiats i coneguts de
mamifers, com l’hematopoiétic, el de l’epiteli intestinal i el de
l’epidermis, la major part d’aparents cel.lules soca no sén tals sind
que es troben en el compartiment d‘amplificacié amb una limitada
capacitat de autorenovament. En 1’epidermis de mamifers, per exemple,
sols el 10% dels queratinocits sén auténtiques cel.lula soca. La resta,
un 90%, es troben en compartiments d‘amplificacidé (50%) o en estadis
postmitotics dirigits cap a fases terminals de diferenciacid (40%). En
el sistema hematopoiétic menys del 0.4% sén auténtiques cél.lula soca
(Hall i wWatt, 1989, per a una revisid general).

Seguint agquestes mateixes consideracions, 1la poblacidé de
neoblasts morfoldgicament tipificats (el 20-30% del total cel.lular)
pot ser un conjunt molt heterogeni de cél.lules. Efectivament, més del
50% de neoblasts sén postmitotics (Bagufia, 1973) i sols el 10% estan
en G2 (Saldé i Bagufia, 1984). Una analisi morfometrica i funcional dels
neoblasts (Auladell, 1990) i una comparacidé amb d’altres sistemes amb
caracteristiques similars indica gque només un 3-5% d’ells sén
auténtiques ceél.lules soca.

Fig. 5: Hipotétics models de llinatge cel.lular durant el renovament cel.lular
a planaries. A) Model d‘amplificacidé simple sense determinacié de llinatges i amb
diferenciacid estocastica de cél.lules potencialment equivalents cap a qualsevol tipus
cel.lular diferenciat. B) Model d’amplificacié de compromis progressiu dels progenitors
amb autorenovament cel.lular incert (sageta circular). S, neoblast veritable; C, inici
del compromis dels progenitors, mantenint un determinat grau de pluripotencialitat; C1-2
..., progressiu compromis de les cél.lules envers diversos llinatges i subllinatges;
sageta gruixuda, indica hipotétics fenomens de desdiferenciacié; doble sageta gruixuda,
indica hipotétics fendmens de transdeterminacid. Models extrets i modificats de Baguiia
i col. (1990).
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Hi ha encara moltes preguntes sense resposta en el sistema de
renovament cel.lular de planaria (fig. 5):

- Les cél.lules del compartiment d’amplificacid, son
potencialment equivalents i es determinen i diferencien al final
d’aquest compartiment (fig. 5a), o pel contrari segueixen uns llinatges
marcats des del moment en que entren al compartiment d’amplificaciéd

(fig. 5b)?

-Si segueixen uns llinatges ben marcats, quins sdén agquests

llinatges?

- Existeixen fendmens, encara que en una baixa fregéncia, de
desdiferenciacidé a planaria (fig. 5b, sageta gruixuda)? Si és aixi,
fins a quin estadi del compartiment d’amplificacidé és aixd possible?

- Existeixen fendmens, encara que en una baixa fregiéncia, de
transdeterminacié a planaria (fig. 5b, doble sageta gruixuda)? Si és
aixi, fins a quin estadi del compartiment d’amplificacié és aixod

possible?

- Els neoblasts que van a formar part del blastema de
regeneracid, sén auténtiques cél.lules soca o provenen del compartiment
d’‘amplificacidé? Si és aixi, estan ja determinats, o sén tots ells

equivalents?
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4 - ESTRATEGIES D’'ESTUDI EN BIOLOGIA DEL
DESENVOLUPAMENT

Per intentar endinsar-nos en la problematica plantejada (formacid
del patré, manteniment de la polaritat, llinatges cel.lulars durant el
renovament cel.lular i la regeneracidé, etc.) es poden utilitzar
diverses estratégies, totes elles probablement efectives en
determinades qiiestions i problematiques en d’altres. Algunes d’aquestes
estratégies poden ser:

- Marcatge cel.lular i posterior analisi clonal (amb moleécules
fluorescents lligades a dextra, com descriuen Bryant i Fraser (1988)
en discs imaginals de Drosophila, o amb bromdeoxiuridina (BrdU) com
descriuen Plickert i Krockes (1988) en hidra).

- Analisi genetica per induccidé de mutants (en races sexuades)
(com descriuen Kenyon (1986), Chisholm (1991) i Clark i col. (1993) en
hidra, o Lewis (1978) i Kaufman i col. (1380) en Drosophila).

- Utilitzacidé de marcadors genetics, detectant i aillant
seqiéncies homdlogues de gens implicats en aquestes qiestions en el DNA
de planaria a partir de sondes d’altres organismes (gens amb homeobox,
POU-box, etc.) (com descriuen Garcia-Fernandez 1 col. (1991) en
planaries)

-Utilitzacié de marcadors moleculars de determinacié i/o
diferenciacid. L‘’obtencidé d’aquests marcadors moleculars es pot fer
per:

- Deteccié i aillament de missatgers per crivellatge de

llibreries de cDNA diferencials (com descriuen Liang i Pardee
(1992)).

- Deteccidé i aillament de polipéptids especifics
d’estadis cel.lulars, regions, etc. per electroforesi
bidimensional (2D-PAGE) (com descriu Collet (1990) en planaries).

- Obtencidé d’anticossos monoclonals que reconeguin
especificament tipus, subtipus i estadis cel.lulars, regions,
etc. (com descriuen Dunne i col. (1985), Schawaller i col (1988),
Heimfeld i col. (1990) i Javois (1990) en hidra, Denburg (1989)
en escarabat, Vielmeter i col. (1991) en carpa, o Goldhamer
(1989) en tritd, entre molts altres autors).
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Alguns d’'aquests marcadors ja han estat detectats i aillats. Cal
esmentar els polipeéptids especifics de cél.lules indiferenciades,
organs, etc. detectats a partir d’electroforesi bidimensional (2D-PAGE)
per Collet (1990), dels quals cap ha estat estudiat en detall, i els
marcadors genétics aillats per Garcia-Fernandez i col. (1991), Miralles
(1992) i Burgaya (1992), cap dels quals ha donat encara informacié nova
sobre les glestions aqui plantejades.

Per altra banda, intents de marcatge cel.lular (neoblasts)
realitzats amb BrdU o timidina H?® a fi de fer analisi clonal no han
reeixit amb éxit, ja que en cap cas s’'ha. detectat incorporacid dels
marcadors per part dels organismes tractats.

Donat que la immunohistogquimica ha estat emprada per identificar
molécules implicades en el desenvolupament, molécules de determinacid
i diferenciacid cel.lular, seguiment de llinatges cel.lulars, etc., a
mitjans de 1988 es va obrir una nova linia dins el grup de Geneética del
Desenvolupament que tenia com a objectiu obtenir anticossos monoclonals
que reconeguessin tipus 1 subtipus cel.lulars, territoris, antigens
implicats en la regeneracidé i en llinatges cel.lulars, antigens de
determinacid territorial i1 de determinacié/diferenciacid cel.lular i,
en general, gue puguessin ser utilitzats com a marcadors per a estudis
de regeneracid, establiment del patrd, etc.

El poder disposar d'una col.leccid suficientment amplia d’aquests
marcadors esdevé una eina molt 1Util a 1l'hora d’intentar respondre les
qiestions que aquests fendmens plantegen. Agquest treball estd emmarcat
dins aquesta estratégia, en l’intent d’aportar noves eines i noves
dades que ajudin a entendre-les.
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5 - ELS ANTICOSSOS

Els anticossos soén proteines del sistema immunitari
(immunoglobulines, Ig) preoduides en resposta a la presencia de
molécules extranyes, i que tenen la capacitat de reconeéixer-les i unir-
se a elles (els seus antigens). Sén sintetitzades per ceél.lules
plasmatiques, un estadi terminal del llinatge dels limfocits B, 1
circulen a través del sistema sanguini i limfatic unint-se als antigens
extranys. Aquesta unid permet a altres tipus cel.lulars i molécules del
sistema immunitari desfer-se dels antigens extranys. Estructuralment
estan composats per una o més subunitats amb una caracteristica forma
de Y. Cada una d’'aguestes subunitats conté quatre polipéptids iguals
2 a 2: una parella sén les anomenades cadenes pesades i l'altra les
anomenades cadenes lleugeres. Depenent del nombre de subunitats i del
tipus de cadenes pesades podem agrupar els anticossos en cinc grups:
IgG, IgM, IgA, IgE i IgD. De tots ells, el més abundant en sang i
l’utilitzat en la realitzacid d’aquesta Tesi (veure Material i Métodes)
és el grup de les IgG.

Les IgG estan formades per una subunitat i presenten tres dominis
(fig. 6a). Dos dels dominis, els Fab (ab, ja que contenen el "antigen
binding site" o lloc d’unidé a l’'antigen), sén idéntics i formen els
bragos de la Y. El lloc d'unié entre els dominis Fab i el domini Fc (c
ja que cristalitza) fa la funcié de frontissa, donant flexibilitat a
la molecula (fig. 6b) (per a revisions generals sobre el tema, veure:
Galli, 1973; Amzel i Poljak, 1979; Davis i Metzger, 1983; Jeske i
Kapra, 1984). El 1lloc d’unié a l’‘antigen ve donat per cada cadena
lleugera associada a 1l’'extrem aminoterminal d‘una cadena pesada (fig.
6a). Les cadenes estan unides entre si per ponts disulfur (fig. 6a).

L’especificitat que presenten els anticossos pels seus antigens
és deguda a l'’existéncia de variabilitat tant en les cadenes pesades
com en les lleugeres en la zona d‘unié a 1l'antigen. Aquesta
variabilitat és deguda a recombinacions del complexe génic que codifica
per aquestes immunoglobulines durant el procés de maduracié dels

limfocits B (per a revisions generals sobre el tema, veure Tonegawa i
col, 1977; Tonegawa, 1983).
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Cadena
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Lloc d'uniod

- a l° antigen

Cadena
lleugera

Fig. 6: Estructura i flexibilitat de les immunoglobulines. A) Estructura d‘una
IgG. B) Flexibilitat d‘una IgG en el reconeixement de l‘’antigen donada per la regid

frontissa. s-s, ponts disulfur.
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5.1 - Concepte d’anticos monoclonal

Cada limfdocit B activat (cél.lula plasmatica) gue integra el
sistema immunoldogic esta capacitat per a sintetitzar anticossos amb una
determinada especificitat (Nossal i Lederberg, 1958). Cada un d’aquests
limfocits B pot generar un clé (la seva progénie cel.lular). Totes les
cel.lules d’una mateixa clona produeixen el mateix tipus d'anticos,
idéntic, amb la mateixa especificitat, constituint wuna poblacid
homogeénia de molécules d‘anticds. Els anticossos d'aguesta poblacid
homogénia s’anomenen anticossos monoclonals (MAbs) (anticossos gque

provenen d'un mateix cld).

5.2 - Concepte d’anticossos policlonals

Els antisérums convencionals estan integrats per molécules molt
heterogénies, com a resultat de molts MAbs barrejats, amb diferents
especificitats 1 pertanyents a diferents classes, subclasses i tipus
d’immunoglobulines. Normalment s’obtenen per immunitzacié d’animals amb
l’antigen objecte d’estudi, 1 globalment reconeixen aquest antigen.
Cada un dels seus determinants antigénics estimula la proliferacié de
limfocits B, cada un dels quals generara un cld de cél.lules
plasmatiques productores d’un MAb caracteristic (Burnet, 1957). Tots
aquests MAbs barrejats donaran 1’antisérum, que sera per tant un
reactiu molt complex. Aquesta complexitat de l’antisérum junt amb la
possible complexitat del sistema antigénic fan que en determinades
circumstancies (depenent de les caracteristiques de l'antigen i del
treball a realitzar) es faci necessari obtenir poblacions homogénies
d’anticossos (MAbs), amb una determinada especificitat (Kraux, 1970)
(aquesta giestié és ampliada al punt 5.4 d’aquesta Introduccid).

5.3 - Obtencid d’anticossos monoclonals

Van ser Kohler i Milstein (1975, 1976) qui van descriure el
primer métode general per a 1’obtencid de MAbs, basat en la generaciéd
de cel.lules hibrides (o hibridomes) a partir d’una cel.lula
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mielomatosa capacitada per créixer "in vitro" i un limfdcit B/cél.lula
plasmatica, i que posseissin les caracteristiques de les seves
predecessores: creixer "in vitro" 1 produir anticossos.

Es pot parlar de dos grups de métodes per obtenir clons
productors de MAbs: els de mutagénesi i els d'hibridacidé cel.lular.

5.3.1 - Métodes basats en mutagenesi

En aquests métodes s’'utilitzen limfocits B procedents
d'organismes previament immunitzats a fi d’enriquir la poblacid total
de limfocits B de la melsa amb els d'una especificitat particular.
Aquests limfocits B sén transformats per mutagénesi o mitjangant virus
per tal que adquireixin la capacitat de proliferacid permanent. N'és
un exemple la utilitzacidé del virus Epstein-Barr per transformar
cél.lules humanes. En un futur proper, la utilitzacidé d'oncogens pot
donar noves avantatges a aquests métodes (Jonak i col., 1988).

5.3.2 - Méetodes basats en hibridacid cel.lular

Aquests métodes, que corresponen als descrits per Kohler 1
Milstein (1975, 1976), es basen en 1la possibilitat de fusionar
cel.lules experimentalment. Originalment aquestes fusions cel.lulars
es realitzaven amb 1l’'ajut d'algun wvirus amb aquesta propietat
(probablement deguda a la seva habilitat en penetrar membranes
cel.lulars), com per exemple el virus Sendai. Actualment 1’Us de virus
per produir fusions cel.lulars s'ha substituit per 1’Us de
polietilenglicol (PEG). El mecanisme pel qual el PEG produeix fusions
cel.lulars no ha estat encara plenament explicat, perd té a veure amb
les seves capacitats com a detergent per dissoldre els lipids de
membrana. També es poden produir fusions cel.lulars amb camps eléctrics
pulsants (Zimmermann, 1982), constituint un métode més complex que el
que utilitza PEG.

La fusidé en si mateixa no transforma les ceél.lules normals;
segueixen vives un temps i després moren. Per tal d’obtenir Mabs
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nitjancant fusions cel.lulars s‘utilitza també una poblacié de
limfdcits B "enriquits" mitjancant immunitzacié (que pot fer-se tant
"in vivo" com "in wvitro"). Aquests limfocits B es fusionen amb
cél.lules d'una linia permanent, mieldmica, de manera que es combinin
les propietats de sintesi d’anticos i de proliferacidé permanent. Per
que es combinin amb éxit aquestes dues propietats cal que els dos tipus
de cél.lules a fusionar procedeixin del mateix llinatge. Aixi i tot,
el fet que les cél.lules fusionades o hibridomes tinguin dos o més jocs
de cromosomes amb els corresponents centriols perjudica la regulacid
de la divisidé cel.lular, fent gque tant sols unes poques de les
cel.lules hibrides puguin creixer 1 dividir-se. Agquestes ho fan
inicialment de manera irregular fins que per atzar alguns hibridomes
fills es divideixin normalment sense haver perdut la capacitat de
sintetitzar anticds, donat que en aquest procés es produeixen pérdues
de cromoscmes.

5.4 - Anticossos monoclonals vs anticossos policlonals

Tal i com s'esmenta als apartats 3.1 i 3.2, els MAbs estan
constituits per una poblacidé homogenia de molécules d’anticos, mentre
que els antisérums (amb anticossos policlonals) estan integrats per
molécules molt heterogénies com a resultat d’anticossos amb diferents
especificitats i pertanyents a diferents classes, subclasses i tipus
d’immunoglobulines. Aix0 fa que mentre els MAbs reconeixen un sol
determinant antigénic (el seu epitop) de la molécula antigénica, els
antisérums reconeixen tots els determinants antigénics que recobreixen
tota la superficie de 1’antigen, com a resultat de la suma de tots els
anticossos que l’integren. Aquestes diferéncies fan que la tria entre
obtenir MAbs o antisérums sigui molt important i depengui del tipus de
treball a realitzar. Hi ha set punts que convé valorar (Harlow i Lane,
1988; Peters i Baumgasten, 1992, per a una revisié general):

1) Si es disposa de l'antigen que es vol immunodetectar amb un
grau suficientment alt de puresa, es poden produir indistintament MAbs
o antiseérums i la tria dependra de les exigéncies que el treball a
realitzar imposi (veure els altres punts). Si, per altre banda, no es
disposa de l’antigen pur, ja sigui per que no es pot purificar
suficientment o per que ni tant sols es coneixen quin antigen és
(sistemes antigénics molt complexes), llavors unicament es poden
utilitzar els MAbs per reconéixer antigens individuals.
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2) Si es pot utilitzar tant un antiseérum com un MAb, cal pensar
que l’antisérum és molt més econdmic (en temps, recursos técnics i
econdmics) d’'obtenir que un MAb.

3) Si interessa detectar una molécula independentment de petites
variacions (petites desnaturalitzacions, polimorfismes genétics,
variacions en el grau de glicosilacid, etc.) sera millor emprar un
antiseérum. En canvi, si el cque es vol és detectar petites variacions
dins una mateixa molécula, l’eleccid correcta sera utilitzar MAbs.

4) S’'ha de tenir present també que la unié antigen-anticods en un
antisérum i la seva resisténcia a certs tractaments acostuma a
mantenir-se estable dins un ampli marc de condicions (pH entre 4 i 9,
concentracid salina entre 0 i 1 M, unié a enzims o fluorocroms, etc.)
ja que agquestes variacions afectaran a alguns dels anticossos
integrants de l‘’antisérum, perd no a tots. En canvi, la unidé d’un Mab
al seu epitop pot veure'’'s fortament afectada per algun d‘aquests
canvis. El mateix es podria considerar pels efectes del emmagatzematge,
possibilitat de que es produeixin autoagregats, solubilitat, activitat
biologica, etc.

5) La preséncia de reaccions creuades també ha de ser valorada
en les dues possibles vessants:

a) Les reaccions creuades que presenten els antisérums amb
altres antigens degut a possibles semblances estructurals entre
alguns dels determinants antigénics.

b) Les reaccions creuades inesperades observades amb
alguns Mabs no depenents d’analogies estructurals entre els
antigens reconeguts sén probablement degudes a analogies
estructurals no demostrades (Lane i col., 13982) o bé al fet que
un mateix Mab pot reconéixer —epitops diferents (unid
multiespecifica, Richards i col., 1975).

Les reaccions creuades es poden solucionar emprant MAbs o
absorcions sobre l‘antigen que ddéna aquest tipus de reaccid (la qual
cosa comporta una pérdua de poténcia de l’antisérum).

6) Una altra qiestidé important és que els antisérums només
conserven les mateixes caracteristiques guan formen part d’un mateix
lot (entent per lot d’antisérum l’antisérum extret d’un animal en una
extraccid), ja que aquestes caracteristiques varien durant el procés
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de resposta immunitaria i també entre animals diferents. En canvi, un
cop clonat un hibridoma productor es poden obtenir, sempre amb les
mateixes caracteristiques, quantitats teoricament il.limitades del Mab
que produeix.

7) Finalment, en els assajos "in wvivo" en gque es vulguin
utilitzar, per exemple, els anticossos com agonistes en receptors o bé
marcar molécules sense modificar la seva activitat (per tant, lluny del
domini funcional), no s’utilitzaran els antiseérums i s’‘haura de
recdrrer a 1’GUs dels MAbs.

L'’eleccid d'emprar MAbs o antisérums per a un treball determinat
dependra, per tant, d’una analisi profunda de tots aquests factors. En
aquest treball, aquesta analisi porta a la utilitzacié de MAbs donat
que es parteix d‘un sistema antigénic complexe del qual no es coneixen
gquines sén les substéancies implicades en els processos de determinacié,
diferenciacid cel.lular, regeneracid, etc.
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Objectius

Objectius metodologics:

1) Posar a punt i optimitzar les teécniques de producciéd
d'anticossos monoclonals per tal de ser utilitzats com a marcadors a
planaria.

2) Posar a punt les técniques immunoguimiques
(immunohistoquimiques i immunocitoquimiques) aplicades a planaria.

Objectius d’aplicacidé a curt i llarg termini:

3) Obtenir hibridomes productors d’anticossos per ser utilitzats
com a eines moleculars a fi d’immunodetectar els diferents tipus
cel.lulars de planaria, l’existencia de possibles subtipus (poblacions)
cel.lulars, determinants antigénics especifics de regions i estadis de
regeneracid.

4) Obtenir una bateria suficientment amplia d‘hibridomes
productors d‘anticossos que puguin ser emprats en aquest i altres
treballs com a marcadors moleculars per abordar els diferents aspectes
del desenvolupament a planaria:

- renovament cel.lular

llinatges cel.lulars

- regeneracid

- determinacidé, formacidé i manteniment del patrd axial

deteccié 1 caracteritzacid de substancies implicades en aquests
fenomens i aillament dels gens implicats

5) Portar a la monoclonalitat aquells hibridomes que es
considerin especialment interessants per l’especificitat dels
anticossos que produeixin.

6) Fer la caracteritzacié fonamental de 1l’especificitat dels
anticossos que hagin estat portats a la monoclonalitat mitjancant les

tecniques de crivellatge immunohistoquimiques i immunocitoquimicues
escaients.

7) Aplicar com a marcadors en el procés de regeneracid en

organismes regenerants els anticossos monoclonals obtinguts que puguin
tenir més rellevancia.
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8) Realitzar, en aquells casos en gue es consideri especialment
significatiu, la caracteritzacié basica dels antigens reconeguts pels
anticossos monoclonals obtinguts.

9) Inferir dades sobre els mecanismes de renovament cel.lular,
regeneracié, determinacid, formacié i manteniment del patrédé axial a
partir dels resultats obtinguts.
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6 - ESPECIES I MANTENIMENT

6.1 - Especies

S'han utilitzat especimens d’una raca assexuada de 1’espécie
Dugesia(G)tigrina (Girard) (Filum Platihelmintes, Classe Turbellaria,
Ordre Seriata, Subordre Tricladida, Infraordre Paludicola, Familia
Dugesiidae, Subgénere Girardia) capturats en la riera de Calders al seu
pas per Monistrol de Calders, pertanyents al biotip A d’aquesta especie
(Ribas, 1990). En alguns casos molt concrets s'han emprat també
organismes d'altres especies de planaria d’aigua dolga
(Dugesia (S)mediterranea i Dugesia(S)polichroa del subgenere Schmidtea,
Dugesia(D)ibérica i Dugesia(D)gonocephala, ambdues del subgénere
Dugesia, Dendrocoelum lacteum i Planaria torva), especimens de planaria

marina (Discocelis tigrina, de 1’Ordre Policladida), organismes de
1’0Ordre Rhabdocoela i de 1’'Ordre Digenia (Fasciola hepatica, Classe
Trematoda), tots ells pertanyents al Filum Platihelmintes. S’'han

utilitzat també organismes d’altres Filums, com del Filum Nemertinea
(Prostoma s.p.), Filum Arthropoda (Drosophila melanogaster, Classe
Insectes), del Filum Molusca (Mytilus edulis) 1 del Filum Chordata
(Gallus domesticus, Classe Avia), tots ells provinents de 1’ambit dels
Paisos Catalans, aixi com organismes d‘una raca sexuada de
Dugesia(G)tigrina provinents de 1 'Uruguay.

6.2 - Condicions de manteniment

La poblacidé de Dugesia(G)tigrina es manté en cubetes de vidre de
1-5 litres de capacitat en aigua mineral comercial, en la foscor i a
una temperatura constant de 4-6°C. Els organismes sén alimentats amb
fetge de vedella un cop cada 3-4 setmanes, i se’ls canvia 1l'aigua
immediatament després de la ingesta i al cap de 12 hores. Tots els
especimens emprats en els diversos protocols porten un minim de 15 dies
de dejui per tal d’estandaritzar el seu estat metabdlic (Bagunia, 1976)
i per tal d’'evitar la preséncia de restes de menjar en els seus cecs
intestinals que poguessin interferir amb els antigens propis de
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l’organisme. A més a més, els individus utilitzats no presenten mai cap
ferida ni blastema de regeneracié, exepte en els experiments de
regeneracié (apartat 6.3), per tal que no es modifiqui guantitativament
ni qualitativa els antigens presents.

Cada 3-5 mesos, temps en que s’‘esgota la poblacid procedent d’'una
captura, es fa una de nova. Durant les captures, les planaries sdn
recollides amb cura de sota les pedres, fulles i tiges on habiten amb
petits pinzells i sén transportades al laboratori en bidons amb l’aigua
del lloc on habiten. Un cop al laboratori, es posen en cubetes de
vidre, es netegen per tal de treure els altres organismes i es
substitueix progressivament (durant 3 a 5 dies) l‘aigua del riu per
aigua mineral a fi d’evitar la seva lisi, al mateix temps que es porten
a la temperatura de manteniment.

6.3 - Obtencidé de regenerants

Tots els regenerants s'’'obtenen en condicions estandaritzades,
tallant planaries de 7-9 mm pels nivells de tall proposats per Salé
(1984) (fig.7), als quals s’'hi ha afegit tres nivells més. Els nivells
de tall sén els segiients: A’’, sobre les tagues oculars; A’, a la base
de les taques oculars; A, a la base del cap, just sota les auricules;
C, a la zona prefaringia; D, a la zona postfaringia; E, a la zona
caudal; i F, a la base de la faringe, afectant-la tant sols a ella.

A"A' A C

| L=}
1 =

.--I---I -

Fig. 7: Esquema dels nivells d’obtencié de regenerants.
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Un cop els organismes sén tallats es mantenen a 21 * 1°C o bé a
17 + 1°C depenent dels experiments en aigua mineral amb 50 pgr/ml de
gentamicina, per evitar possibles infeccions, sense ser alimentats.
Entre els dies 0 i 10 de regeneracidé i a intérvals de 12-24 hores
(depenent del nivell de tall i de l’estadi de regeneracid) els
regenerants sén fixats per fer estudis immunochistoquimics, o bé sén
homogenats per obtenir antigens a les 0.5, 1, 3 i 48 hores de
regeneracid.

6.4 - Alteracions del patrd mitjancant agents quimics

Organismes intactes i regenerants de nivell E han estat tractats
amb 1,2-dioctanoyl-sn-glicerol (DG, Sigma), amb acid araquidonic (AAq,
Sigma) i acid retindic (AR, Sigma).

El tractament amb AAg i/o DG s'ha fet segons el procediment
descrit per Miller i col. (19%93). El DG ha estat subministrat a una
concentracidé final de 0.1lmM i 0.5mM obtinguda a partir d’una solucid
mare 100mM en etancl, i1 1’AAg a una concentracid final de 0.1mM a
partir d’una solucidé mare 100mM en metanol, sent dissoltes en 1l’aigua
de manteniment.

El tractament s’ha fet dissolent 1‘'AR en l'aigua en que es
mantenen els organismes a una concentracié final de 0.5mM a partir
d’una solucié mare 100mM en etanol (Denker i col., 1990; Utsumi, 1990;
Ferreti i col., 1991), en lloc de ser subministrat impregnant boles
microtransportadores amb AR i insertant-les en 1l'organisme receptor,
com descriu Wanek i col. (1991).

En tots els casos s’'han fet polsos diaris de 2 hores a 17°C en
un volum d’'aigua qgue permetés el contacte entre 1’agent quimic, que
queda a la part superior, i els organismes. Després de cada pols se’ls
canvia l'aigua i es mantenent a aquesta mateixa temperatura. Els
controls s’'han fet amb organismes tractats amb la mateixa concentracid
final de solvent (etanol o metanol, segons els casos).
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7 - TIPUS D’IMMUNOGENS UTILITZATS

7.1 - Immunogens emprats

Els immunogens emprats per l’obtencidé d’anticossos monoclonals
han estat els seguents:

a) Homogenats totals o parcials

b)

c)

d)

e)

- Antigens totals de planaria (apartat 7.2.1)

- Antigens totals de caps de planaria (apartat 7.2.1)

- Antigens totals de caps de planaria fixats (apartat 7.2.1)

- Antigens totals de faringes de planaria (apartat 7.2.1)

- Antigens totals de blastemes de regeneracid (apartats
7.2.1 1 '%7.2.2)

Macerats cel.lulars
- Macerats cel.lulars (apartat 7.2.3)

- Antigens totals obtinguts de macerats cel.lulars (apartat
T2.1. 1 V.2.3)

- Macerats cel.lulars: poblacidé enriquida en neoblasts
(apartats 7.2.3 i 7.2.5)

Dissociats cel.lulars
- Dissociats cel.lulars (apartat 7.2.4)
- Dissociats cel.lulars: poblacié enriquida en neoblasts
(apartats 7.2.4 i 7.2.5)
- Antigens totals de la poblacid cel.lular enriquida en
neoblasts dissociats (apartats 7.2.1, 7.2.4 i 7.2.5)

Fraccions cel.lulars
- Membranes de la poblacid cel.lular enriquida en neoblasts
dissociats (apartats 7.2.4, 7.2.5 i 7.2.6)
- Nuclis de la poblacié cel.lular enriquida en neoblasts
dissociats (apartats 7.2.4, 7.2.5 i 7.2.6)

Antigens enriquits

- Antigens totals de planaria enriquits per absorcié sobre

anticossos monoclonals ja generats (apartats 7.2.1 i
7.2.8)
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- Antigens totals de la poblacid cel.lular enriquida en
neoblasts dissociats enriquits per absorcidé sobre
anticossos monoclonals ja generats (apartats 7.2.1,
7.2.4, 7.2.5 1 7.2.8)

- Antigens totals de la poblacidé cel.lular enriquida en
neoblasts dissociats enriquits per absorcidé sobre
anticossos monoclonals ja generats conjugats a BSA
(com a haptens) (apartats 7.2.1, 7.2.4, 7.2.5, 7.2.8
i7.2.9)

- Fraccions proteiques especifiques de neoblasts (o
majoritaries de neoblast) obtingudes mitjancant SDS-
PAGE (apartat 7.2.7)

- Fraccions proteiques especifiques de sistema nervids (o
majoritaries de sistema nervids) obtingudes mitjancant
SDS-PAGE (apartat 7.2.7)

7.2 - Obtencié de immunogens

7.2.1 - Antigens totals de planaria

Els antigens de planaria s‘han obtingut per sonicaciéd
(homogeneitzacid) en fred (4°C) a partir de planaries intactes,
blastemes de regeneracid, caps de planaria, caps fixats de planaria
(veure protocol de fixacid, apartat 11.3.1), fraccions enriquides de
neoblasts i1 macerats cel.lulars en tampd fosfat sali 100mM (PBS;
apartat 17). L’'homogeneitzacidé per sonicacidé s'ha fet en tres polsos
de 30 segons cada un amb un sonicador Sonifier B-12 (Branson Sonic
Power Company), a una poténcia de 30 Watts, en intérvals de 2-3 minuts
entre ells i mantenint la mostra en gel per tal que la temperatura
d’aquesta romangui constant.

7.2.2 - Antigens de blastemes de regeneracid

Els blastemes de regeneracié s’obtenen a partir de planaries
regenerants a diversos temps i nivells de regeneracid tallant la zona
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del blastema i homogenant-los segons el métode descrit a 7.2. Els temps
de regeneracié han estat 0.5 hores, 1 hora, 3 hores 1 dia, 2 dies i 3
dies, moments en els que hi ha un pic de sintesi de RNA i proteines
(salé, 1984). Els nivells de regeneracié han estat el C i el D. Els
regenerants de menys d’un dia s‘han injectat per separat depenent del
temps de regeneracid i de si la regeneracié és cefalica o caudal, i els
de 1 o més dies de regeneracidé s'han injectat conjuntament
independenment del temps de regeneracidé i del nivell de tall.

7.2.3 - Macerats cel.lulars

Organismes tractats amb una solucid de clorur de cisteina (CysCl)
a 1'1% en PBS (pH 7) durant 1 minut a temperatura ambient a fi
d’eliminar la mucositat. Es renten amb PBS 1 es posen a macerar a
temperatura ambient amb solucidé maceradora aquosa (Bagufida i Romero,
1981; apartat 17) i a una concentracid de 4 planaries/ml. A les 2 hores
s’agita molt suaument el flascdé per separar les ceél.lules, Jja
macerades, sense que es trenquin. Per eliminar la solucid maceradora
(ja gue agquesta provocaria la mort dels animals immunitzats), es
centrifuguen a 200g 10 minuts, s’elimina el sobrenedant i es resuspenen
en PBS. Els macerats cel.lulars aixi obtinguts poden ser injectats
directament (apartat 8), homogenats (apartat 7.2.1) o enriquits en
determinats tipus cel.lulars (apartat 7.2.5).

7.2.4 - Dissociats cel.lulars

Organismes tractats amb CysCl seguint el mateix procediment que
per a l'obtencidé de macerats cel.lulars sén tallats en trossos petits
(tant petits com sigui possible) en una solucidé lliure de calei i
magnesi (CMF; Bagufia 1973; apartat 17) i es deixen agitant per inversid
en un agitador orbital de 2 a 12 hores a 4°C. Després de deixar reposar
el contingut del flascé uns minuts perque sedimentin les restes de
teixit, es recupera el sobrenedant i es centrifuga a 200g durant 10
minuts. Es treu el CMF (sobrenedant) i es resuspenen les ceél.lules
dissociades amb el tampé escaient. Aquestes cél.lules poden ser
injectades directament (apartat 8), homogenades (apartat 7.2.1) o
enriquides en determinats tipus cel.lulars (apartat 7.2.5).
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7.2.5 - Poblacions cel.lulars enrigquides en neoblasts

Cél.lules provinents de dissociats o macerats cel.lulars (en CMF
o solucidé maceradora aquosa respectivament, per evitar la formacid
d’agregats) sén filtrades per malles de porus de diametre decreixent
segons el protocol descrit per Saldé (1984) fins arribar a malles amb
porus de 10 pm de diametre (180 pm, 50 pm, 20 pm i 10 pm (x2)).
D’aquesta manera tant sols les particules de menys de 10 um passaran
a través de 1'nultima malla, sent aquestes majoritariament necblasts.
Vesicules 1 restes cel.lulars passen a través d'aquesta Ultima.
Tanmantaix algunes cel.lules musculars 1 cel.lules nervioses poden
travessar-la si ho fan longitudinalment. Per tal d’‘evitar que les
cél.lules es trenquin, es fa passar la suspensid cel.lular per gravetat
a través de la malla muntada en un portafiltres. Amb aquest procediment
es poden obtenir pureses de neoblasts superiors al 80% (Auladell,
199%0) .

D’altra banda, si hi ha una gran abundancia de vesicules i altres
restes cel.lulars en la suspensid final, situacid que no es ddna
gairebé mai en macerats cel.lulars perd és fregient en dissociats
cel.lulars, es convenient treure’ls de la suspensid donat que aguests
antigens, i molt especialment els de les vesicules amb un alt contingut
glucidic, sén molt immunogénics i desviarien la resposta immune cap a
ells (K. Assai, comunicacid personal). L’eliminacid d’'aquestes restes
cel.lulars es fa mitjancant una purificacié per gradients discontinus
de Ficoll 400 (Pharmacia). Es prepara Ficoll 9%, 6% i 3% en CMF a pH
7.2-7.4 1 es diposita per agquest ordre en un tub de centrifuga, amb
cura de no trencar les interfases que es van formant. Es dipositen els
dissociats cel.lulars préviament filtrats en malles sobre el Ficoll 3%
i es centrifuga a 2000g durant 45 minuts a 4°C. Els neoblasts,
retinguts a la interfase 6-9% (Sald, 1984; Auladell, 1990) per la seva
densitat, sén recollits amb una pipeta Pasteur, centrifugats a 2500g
i resuspesos en el tampd escaient per immunitzar (apartat 8) o
homogenar (apartat 7.2.1).

7.2.6 - Membranes i1 nuclis de neoblasts

Poblacions de neoblasts enriquits (80%) pel métode de filtracid
seqliiencial (apartat 7.6) provinents d’un dissociat cel.lular sén
centrifugats (200g, 15 minuts, 4°C) per reemplacar el tampd. El pellet
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és resuspés en tampd borat pH 11 (apartat 17) amb agitacid suau per tal
de produir petits trencaments a la membrana cel.lular. Es fa una
primera centrifugacidé a 2000g durant 20 minuts a 4°C per fer sedimentar
els nuclis. El sobrenedant, un cop separat del pellet, es centrifuga
a 41000g a 4°C durant 1 hora per que sedimentin les membranes. Tots dos
pellets (els nuclis provinents de la centrifugacié a 2000g i les
membranes provinents de la centrifugacié a 41000g) sén resuspesos en
PBS, quedant a punt per ser injectats (apartat 8).

7.2.7 - Fraccions proteigques obtingudes mitjancant gels
d’electroforesi (SDS-PAGE)

Per tal d’obtenir fraccions proteigques diferencials de necoblasts
i ceél.lules nervioses, descrites per Collet (1990) mitjancant tecniques
electroforetiques (SDS-PAGE, 2D-PAGE) , s‘obtenen poblacions de
neoblasts enriquits (80%) per filtracid seqiencial (apartat 7.6) i
ganglis cefalics per disseccid. Aguests sén homogeneitzats segons el
protocol descrit per Collet (1990):

1) Congelar les mostres en tampd de solubilitzacid (TITX; apartat
17) amb inhibidors de proteases (EDTA 2 mM, Mn Cl, 1 mM, Leupeptina,
0.5 pgr/ml, PMSF 150 pgr/ml) dins un tub Eppendorff per immersié en N,
liquid, i descongelar-les al mateix temps que s’'homogeneitzen amb una
vareta de vidre, fent vibrar tot el conjunt sobre un vortex i repetint
aquest procés (congelacidé-descongelacié-homogeneitzacid) 3 cops.

2) Centrifugar 1’'homogenat a 20000g durant 30-45 minuts a 4°C per
eliminar les restes cel.lulars.

3) Barrejar l’homogenat amb el tampdé de carrega (Laemmli, 1970;
apartat 17) 1 posar-lo en un bany a 100°C durant 5 minuts.

4) Centrifugar 1 minut a 20000g i carregar en el gel
d’'electroforesi (SDS-PAGE, concentrador 4% acrilamida-bisacrilamida,
separador 12% acrilamida-bisacrilamida; apartat 17) (els protocols
d’electroforesi estan ampliament comentats a l’apartat 13.1).

Al mateix temps, i amb el mateix protocol, s’obté un homogenat
de faringes i cues de planaria, com a controls de "no-neoblast" i "no-
nervids" respectivament, per tal de comparar el patrd de bandes
proteiques i cercar bandes diferencials. Les faringes sén emprades com
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a control de no-neoblast ja que és 1l'tUnic organ de planaria amb una
quasi total abséncia de neoblasts (Bagufia, 1974).

Un cop corregut el gel es tenyeix amb Comassie Brilliant Blue R-
250 (el protocol de tincidé amb Comasie Brilliant Blue R-250 esta
comentat a l’apartat 13.2), 1 les bandes obtingudes de Neoblast/"no-

Neoblast" i Nervids/"no-Nervids" sén comparades. Les bandes
diferencials obtingudes, amb diferéncies quantitatives i no
qualitatives (amb concordanca amb els resultats obtinguts per Collet
(1990), veure Resultats), sén tallades amb una fulla de bisturi i

homogenades en presencia de PBS dins un homogeneitzador de vidre (Tracy
i col., 1983) guedant en condicions de ser injectades en l’organisme
a immunitzar. Aquestes bandes diferencials s’'han obtingut a partir de
gels d'una dimensid donada la dificultat d’obtenir una suficient
reproductibilitat en gels de dues dimensions.

7.2.8 - Absorcidé d’antigens sobre anticossos monoclonals
i policlonals ja generats

Antigens totals de planaria o antigens totals provinents de
poblacions de neoblasts dissociats obtingudes per filtracid seqliencial
(apartat 7.2.5) sén obtinguts per homogeneitzacid (apartat 7.2.1) i
absorbits sobre anticossos monoclonals ja generats per tal d’'extreure
del conjunt total d’antigens aquells responsables d'una major resposta
immune per part de l’organisme immunitzat. Es potencien aixi aquells
antigens menys immunogénics. El protocol sequit és una modificacid del
métode "en cascada" (Campbell, 1984; Thalhamer i Freund, 1984).
Anticossos monoclonals que reconeixen antigens molt immunogénics o
majoritaris provinents de fusions anteriors sén fixats en una placa
microtiter d’ELISA 12 hores a 4°C. Els llocs actius lliures dels pous
de la placa sén saturats amb una solucid de llet desnatada en pols
(Molico, Nestlé) al 5% en PBS durant 2 hores a 37°C. Es renta la placa
tres cops amb tampé de rentat (MTP; apartat 17) i agquesta s’incuba amb
1’homogenat molt diluit, per tal de no saturar els llocs d’unié dels
anticossos, durant 2 hores a 37°C. Es recull el sobrenadant dels pous
i es concentra per liofilitzacid, quedant a punt per a la immunitzaciéd.
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7.2.9 - Conjugacidé d’haptens a BSA

Antigens procedents de poblacions de neoblasts obtingudes pel
métode de filtracid seqiencial (apartat 7.6) homogeneitzades per
sonicacidé (apartat 7.2) i absorbits sobre anticossos monoclonals ja
generats (apartat 7.9) han estat conjugats a BSA (emprats com haptens)
per potenciar aquells antigens molt poc o gairebé gens immunogénics
(haptens), ja sigui per la seva conformacidé o pel seu tamany (Harlow
i Lane, 1988). Es segueix el protocol descrit per Catty i Raykundalia
(1988) i per Harlow i Lane (1988) que utilitza glutaraldehid com agent
de conjugacidé. A una solucid de 10 mgr/ml de BSA (0.15 M
aproximadament) s‘afegeix glutaraldehid, per ‘"activar-lo", a una
concentracidé final del 5% (condicions saturants), i es manté 2 hores
a 4°C agitant-se en un orbital. Es separa el glutareldehid sobrant amb
una columna de Sephadex G-25 (Pharmacia), 1 s'afegeix l’'hapté a una
molaritat similar. Es manté 2 hores a 4°C agitant-se en un orbital,
quedant ja a punt per a la immunitzacid.
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8 - IMMUNITZACIO

8.1 - Espécie i soca immunitzada

S'han emprat ratolins (Mus musculus) de la soca Balb/C mantinguts
en condicions d’estabulament standard 1 <constants per a les
immunitzacions, l‘obtencidé d’anticossos policlonals, 1l’obtencid de
limfocits B/cél.lules plasmatiques productores d’anticossos, 1’obtencid
de cel.lules acompanyants ("Feeder-layer"), l'obtenciéd de sérums
preimmunes i1 per a la generacid de tumors ascitics (per aspectes legals
sobre la manipulacidé 1 utilitzacidé d’animals, cal consultar la
legislacid vigent).

8.2 - Rutes d’introduccidé dels immundgens

L’eleccidé de la ruta d’introduccidé d’immunogens ve condicionada
per tres factors: 1) volum a injectar; 2) tampons i altres components
que acompanyin 1’'immunogen; i 3) rapidesa a la que es desitja que
arribi 1’immunogen a la circulacié i organs limfatics (Allen, 1967).
En el cas de ratolins, volums grans d’'immundgens sols poden ser
injectats intraperitonealment vagin o no acompanyats d’adjuvant (veure
apartat 8.3 per als diversos aspectes de 1l'adjuvant). Amb volums
petits, l’injeccid es pot fer via intravenosa. Si el qué es vol és un
alliberament lent i progressiu de 1’immunogen, la millor ruta
d’introduccié és la intramuscular o intradermal (per a una revisid

general sobre rutes i técniques d‘’injeccid, veure Herbert i Eristen,
1986; i Poole, 1987).

La ruta emprada per a 1l’obtencié dels anticossos monoclonals
descrits en aquesta Tesi és majoritariament la intraperitoneal i en
alguns casos la intravenosa. Les diferéncies entre els resultats

obtinguts en aquestes dues rutes estan exposats a Resultats i
posteriorment discutits.
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Les injeccions intravenoses es realitzen punxant la vena de la
cua amb una agulla de diametre igual o inferior a 0.5 mm i injectant
volums de 1l'’ordre de 10-25 Ul mentre es manté el ratoli en un petit
contenidor del qual només surt la cua. Les injeccions intraperitoneals
es duen a terme fent arribar l’agulla a la cavitat intraperitoneal per
la base de 1’abdomen, en sentit postero-anterior, mentre es manté el
ratoli ben subjectat per la part dorsal. El diametre de 1‘’agulla depén
del tipus d’immunogen a injectar (cel.lula sencera o no) i/o de si va
acompanyat d’adjuvant. Per injectar cél.lules senceres o immundgens
acompanyats d’adjuvant o acrilamida s‘utilitzen agulles de 0.8-0.9 mm
de diametre, i pels altres casos s‘utilitzen les de 0.5 mm de diametre.
Els volums injectats sén de l'ordre de 200-300 pl/punxada.

8.3 - Protocol de immunitzacidé "in vivo"

Els animals immunitzats han estat sempre famelles de la soca
Balb/C d’unes 8 setmanes d’edat en perfecte estat de salut (Hu i col.,
1990). Els protocols d'immunitzacidé emprats estan fonamentats en
l’existéncia de 5 fases diferenciades durant la resposta immune en el
decurs de la immunitzacidé (Rathjen i col., 1986):

Fase 0O: abans de la immunitzacid

Fase 1l: assoliment de la maxima titolacidé d’anticos durant la
resposta primaria

Fase 2: devallada del titol d’anticos durant la resposta
primaria

Fase 3: assoliment de la maxima titolacid d’anticds durant la
resposta secundaria

Fase 4: devallada del titol d’'anticdés durant la resposta
secundaria

Les fases 3 1 4 es van repetint cada cop que s’indueix una nova
resposta secundaria per immunitzaciéd, assolint-se cada cop una
titolacidé més alta d’anticos durant la fase 3 fins a l’assoliment del
platé maxim (fig. 8). Els clons especifics més productors
s’aconsegueixen a l’inici de la resposta secundaria (fase 3), i el
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major nombre de clons especifics s'’aconsegueixen en respostes

secundaries successives.
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Fig. 8: Fases de la resposta immunitaria en funcié de la concentracid

d’anticossos en sérum.

Seguint aquestes generalitats, els protocols d’immunitzaciéd
emprats consten d’una immunitzacidé primaria (fase 0, 1 i 2) seguida
d’un minim de 2 immunitzacions de recordatori inductores de resposta
secundaria (fase 3 i 4) amb 10-20 dies de separacid entre elles (10
dies per les immunitzacions rapides i 20 dies per les lentes, segons
criteris de Peters i Baumgasten (1992)). 10-20 dies després de 1’ultim
recordatori, s'immunitzen novament els ratolins 2-3 cops en 2-3 dies
consecutius, amb la finalitat d’'incrementar al maxim el nombre de
limfocits productors especifics. L’endema de 1’tltima immunitzacid es
procedeix al sacrifici del ratoli, extraccié de la melsa i fusiéd
cel.lular (apartat 9). En tota la série d’activacidé de la resposta
immunitaria s‘injecta 20-100 pgr d‘immunogen per injeccid, depenent de
la disponibilitat de l’antigen, o bé unes 10° ceél.lules guan s’'empren
cel.lules senceres com a immunogen.

La immunitzacidé primaria i els recordatoris successius es fan
intraperitonealment, mentre que les 2-3 Ultimes immunitzacions
consecutives es fan intraperitonealment en algunes immunitzacions i
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intravenoses en d‘altres (veure Resultats). Aguestes ultimes s'han fet
sempre tenint 1‘immunogen unicament en PBS, excepte aquelles en que
s’injecten bandes proteiques provinents de gels d’electroforesi (SDS-
PAGE) on l'antigen va sempre acompanyat d’acrilamida. En canvi, la
immunitzacid primaria s’ha fet en algunes fusions tenint 1’antigen
Unicament en PBS i en d’altres en PBS i Adjuvant Complert de Freund
(ACF) 1:1, emulsionats per sonicacié (30 Watts, 30 segons). Les
immunitzacions de recordatori (a l’interfase 2-3) s’han fet també en
algunes fusions tenint l1’immuncgen solament en PBS 1 en d'altres en PBS
i Adjuvant Incomplert de Freund (AIF) 1:1, emulsionats per sonicacid
(30 Watts, 30 segons).

L‘adjuvant de Freund (Freund i McDermott, 1942; Freund, 1957) és
una emulsié d’aigua en oli preparada amb olis minerals no
metabolitzables que indueixen febre i reaccions locals d’inflamacid que
ajuden a estimular el sistema immunitari. L'ACF (Difco) porta a més a
més bacteris de 1'espeécie Mycobacterium toberculosum inactivats per
calor.

8.4 - Protocol d/immunitzacid "in wvitro"

Per a la immunitzacid "in vitro" s’'ha seguit el protocol descrit
per Campbell (1985). A un ratoli de 8 setmanes d’edat s’'injecta
1’immunogen per via intraperitoneal a fi d’activar els limfocits B. El
mateix dia que sdén activats els limfocits B del ratoli, s’‘extreuen 5
timus de ratolins de 4-6 setmanes d’‘edat de la mateixa soca. Es
disgreguen pel mateix procediment que les melses (apartat 9.4) i es
mantenen durant 15 dies amb medi DMEM suplementat amb 20% de sérum
fetal bovi (FCS) (veure apartat 9.1 pels medis) i 5 x 10° M de f{-
mercaptoetanol (5 x 10° ceél.lules/ml) en una placa de Petri de 10 ml
tractada per cultiu cel.lulars.

15 dies després de la immunitzacidé i de 1l’inici del cultiu de
timocits, s’extreu la melsa en condicions estérils, es disgrega (veure
l'apartat 9.4 per a 1l’obtencié de limfdcits B), es neteja per
centrifugacié i es manté en una placa de Petri per cultius cel.lulars
de 10 ml amb medi de cultiu DMEM suplementat amb un 10% de FCS (veure
apartat 9.1 pels medis de cultiu).
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A la placa amb limfocits B s‘afegeix un volum igual de
sobrenedant del cultiu de timocits i1 immunogen homogenat en alcohol
absolut (per esterilitzar-lo) a una concentracidé de 5 pgr/ml. 5 dies
després es procedeix a la fusidé cel.lular (apartat 9.5).

55



Material i Métodes

9 - OBTENCIO D’HIBRIDOMES PRODUCTORS
D’ANTICOSSOS

9.1 - Medis de cultiu

Els medis de cultiu emprats tenen com a base el medi essencial
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gifco) suplementat amb diversos
aditius en funcié de les cél.lules a cultivar:

a) Per als rentats cel.lulars (limfocits B, hibridomes 1
mielomes) aixi com per les fusions, s'empra uUnicament medi DMEM.

b) Per al manteniment de les soques mieldmiques, el medi DMEM és
suplementat amb 2mM de glutamina (Sigma), 1lmM de piruvat sodic (Sigma),
2% d’'aminoacids no essencials (Gifco) i 0.1% de gentamicina i amb un
15% de sérum fetal bovi (FCS, Myoclon, Gifco) al que préviament s’‘ha
inactivat el Complement (30 minuts a 56°C), (DMEM complert).

c) Per al cultiu d’'hibridomes un cop feta la seleccid, s‘empra
el medi DMEM amb els mateixos aditius que per al cultiu de les soques
mielomigques i a més a més 0.1lmM d‘hipoxantina (Fluka), 0.016mM de
timidina (Sigma) i 0.003mM de glicina (Sigma) (medi HT).

d) Per a fer la seleccid de les ceél.lules hibrides després de la
fusié s’empra medi DMEM suplementat com el medi HT i a més a més 1% de
metotraxat sodic parenteral (Cyanamide Ibérica) o bé d’aminopterina
(Gibco) (medi HAT) .

e) Per a seleccionar les cél.lules mieldmiques a fi d’evitar la
preséncia de revertents, s’empra medi DMEM complert suplementat amb
0.1lmM de 8-azaguanina (Sigma) .

Tots els aditius que s’afegeixen al medi DMEM, que ve en
condicions estérils, sén esterilitzats per filtracid mitjancant un
filtre de 0.22 pm exepte el FCS (que també ve en condicions esterils).
Quan el medi esta convenienment suplementat, es testa en plagues de
cultiu per tal de garantir l‘esterilitat.
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9.2 - Soques mieldmiques emprades

Inicialment es van emprar 2 sogues mieldmiques parentals
diferents, la soca NP3 cedida pel Dr. Enjuanes (CBM-UAM) i la soca NS1
cedida pel Dr. Vilella (Dep. Immunologia, Hosp. Clinic Provincial de
Barcelona), ambdues defectives per l’enzim Hipoxantin Guanin
Fosforibosil Transferasa (HGPRT(-)), no secretores d’immunoglobulines
i obtingudes a partir de sogues Balb/C. Els percentatges d’obtencid
d’'hibridomes, amb els protocols emprats (apartat 9.5), eren
lleugerament superiors utilitzant mielomes de la soca NS1 (P3-NS1-1;
Vilella, 1986) (veure Resultats). La major part de fusions s’'han
realitzat amb cél.lules mieldmiques d’aquesta soca.

9.3 - Manteniment de les sogues mielomiques

Les sogues mielodmiques es cultiven i s’expansionen amb medi DMEM
complert en capsules de Petri de 10 ml de capacitat tractades per
cultius cel.lulars. Abans que els cultius arribin a confluéncia, els
mielomes sén resuspesos amb una pipeta de 10 ml mitjanc¢ant una pistola
xucladora o una pipeta automatica P-5000 i sdén amplificats en noves
plagques de Petri. El mieloma no utilitzat s’elimina en un bany de
lleixiu.

9.4 - Obtencidé de limfocits B

Els limfocits B (tant els procedents de melses immunitzades com
els procedents de melses preimmunes que s‘utilitzen com a cel.lules
acompanyants o "Feeder-layer") s’obtenen per disseccid estéril del
ratoli previament sacrificat en una atmosfera de CO,. Un cop s‘ha
extret la melsa es posa en una placa de Petri amb medi DMEM, es neteja
de possibles acumuls de greix (especialment abundants en melses
immunitzades) i s’'homogenitza per presié amb un émbol de xeringa de
plastic. Seguidament, es posa la suspensié cel.lular en un tub de
centrifuga, es centrifuga 10 minuts a 800g i es resuspén el pellet
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(limfdcits B) en el medi adequat, DMEM si sén per fusidé i HT si sén per
cél.lules acompanyants (fig.9). En tots els casos, els medis han de ser
preescalfats al bany Maria a 37°C.

9.5 - Protocol d’obtencidé d’hibridomes (fusid cel.lular)

Inicialment es va emprar el protocol descrit per Nowinski i col.
(1979) i modificat per Sanz i col. (1985). Degut al baix rendiment
d'hibridomes que s’obtenien es decidi adoptar desde la 5°%@. fusid i
fins a l’actualitat una modificacid del protocol descrit per Galfre i
col. (1977) i revisat per Harlow i Lane (1988) (fig. 9).

1) Es resuspenen cél.lules mieldmigues en fase de creixement
exponencial, es centrifuguen 10 minuts a 800g 1 es resuspenen en medi
DMEM per tal de treure el FCS (ja que aguest dificulta la fusid
cel.lular).

2) Al mateix temps, s'obtenen limfocits B de la melsa immunitzada
(apartat 9.4) 1 es resuspenen en medi DMEM un cop centrifugats 10
minuts a 800g.

3) Es barregen els limfocits B i les cél.lules mieldmiques en un
tub de centrifuga a radé de 3:1 (aproximadament 150 x 10° limfocits B
i 50 x 10° cél.lules mieldmigues) i es centrifuguen 10 minuts a 800g.

4) Es treu el sobrenedant i es descompacta el pellet donant una
série de copets secs a la base de tub, quedant les cél.lules a punt per
la fusié propiament dita.

5) La fusidé es realitza mantenint el tub sempre a 37°C al bany
Maria i es mediatitza amb una solucié de polietilenglicol (PEG-1000)
50% (v/v) en medi DMEM. El protocol esta esquematitzat a la figura 9.

6) Les cél.lules acabades de fusionar es centrifuguen rapidament
durant 10 minuts a 800g per tal de treure el PEG. Es resuspeén el pellet
en medi HAT i es reparteixen amb una pipeta multicanal 200 Ll de
suspensidé cel.lular a cada un dels pous d'una placa de cultius
cel.lulars de 96 pous de fons pla (Costar). Amb la suspensid cel.lular
procedent de la fusid dels limfdcits B d'una melsa immunitzada s’omplen
aproximadament unes 5 plaques de 96 pous.
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7) Les plagues que contenen les ceél.lules postfusidé es posen en
un incubador (7% CO,, 37°C, atmosfera humida).

temps temps
total parcial
en minuts en minuts
minut 0 1 minut Posar 1 ml de PEG 50% en medi DMEM, gota
a gota durant 1 minut, agitant el tub
molt suaument.
minut 1 1 minut Deixar reposar totalment.
minut 2 2 minuts Afegir 2 ml de medi DMEM, gota a gota, a
raé de 1 ml/min, agitant molt suaument
de tant en tant.
minut 4 3.5 minuts | Afegir 7 ml de medi DMEM, gota a gota, a
radé de 2 ml/min, agitant molt suaument
de tant en tant.
minut 7.5 2 minuts Afegir 10 ml de medi DMEM, gota a gota,
a rad de 5 ml/min, agitant molt suaument
de tant en tant.
minut 9.5 Fusidé finalitzada.

Fig. 9: Protocol de fusidé cel.lular: temporitzacié i volums.

Els dies 2°%, 4** i 6° després de la fusidé es canvien 100 pl de
medi de cadascun dels pous per medi nou (HAT), a fi d’anar treient els
restes cel.lulars produits per l’alta mortalitat cel.lular (procés de
seleccidé de les cel.lules fusionades, apartat 9.6) d’aquesta primera
setmana.

Entre els dies 10 i 14 després de 1la fusid, els clons

d’hibridomes hauran crescut i produit suficient anticds per fer el
primer crivellatge.
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9.6 - Seleccid de les cél.lules hibrides

El procés de seleccié de les cel.lules hibrides es fa en medi
HAT, mantenint-se en ell fins 12-15 dies després de la fusid. En aquest
procés les cél.lules no fusionades moren: els limfdcits B moren per no
ser cél.lules immortalitzades i les cél.lules mielOmiques moren per ser
HGPRT (-) (fig. 10). Solament els hibridomes (limfdécit B + ceél.lula
mielomica) sén cél.lules immortalitzades i HGPRT(+). Per tant son les
Uniques que sobreviuran al procés de seleccidé (per una amplia revisid
dels mecanismes d‘actuacidé del medi HAT, veure Peters i Baumgarten,
1992).

TIPUS CEL.LULAR HGPRT IMMORTA- SELECCIO EN MEDI
=LITAT HAT
NS1 HGPRT () ST MOREN
LIMFOCIT B HGPRT (+) NO MOREN EN POCS DIES
FIBROCIT HGPRT (+) NO VIUEN, NO ES
DIVIDEIXEN
MACROFAG HGPRT (+) NO VIUEN, NO ES
DIVIDEIXEN
NS1 x NSl HGPRT (-) SI MOREN
LIMF.B x LIMF.R HGPRT (+) NO MOREN EN POCS DIES
NSl x LIMF.B HGPRT (+) SI VIUEN I ES
DIVIDEIXEN

Fig. 10: seleccié en medi HAT de les cél.lules obtingudes postfusié.

Quan els clons d‘hibridomes han crescut suficient com per fer el
crivellatge (10-14 dies), se’ls substitueix la meitat del medi HAT
(selectiu) per medi HT (no selectiu), i al moment de fer el clonatge
(entre els dies 12 i 15 després de la fusié) es sembren tunicament en
medi HT (fig. 11). Es convenient no deixar els hibridomes en medi HAT

més de 20 dies ja que aquest comporta a més a més altres efectes que
conduirien a la mort dels hibridomes (Goding, 1983).
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9.7 - Clonatge dels hibridomes

Un cop seleccionats pels métodes de discriminacid (crivellatge)
més escaients (apartat 11), els hibridomes productors d’anticossos
considerats interessants han de ser clonats fins assolir la
monoclonalitat dels anticossos que produeixen. Els hibridomes sén
clonats per dilucid limit. Es resuspenen les cél.lules del pou on hi
ha el cld productor i es sembren en plaques de 96 pous sobre una capa
de cel.lules acompanyants, que generaran factors de creixement. Les
cél.lules acompanyants (limfocits B preimmunes) s’extreuen de melses
segons el métode de l’apartat 9.4, i es sembren a 30-50 x 10° limfocits
B/placa de 96 pous. Aquesta capa acompanyant formara un microclima que
ajudara a creéixer els hibridomes, especialment als que siguin sembrats
aillats.

La sembra dels hibridomes es fa amb dilucions 1/2 tant en les
files com en les columnes de la placa, de manera que un gquadrant queda
amb una concentracid relativament alta d'hibridomes, dos quadrants
queden amb una concentracidé mitjana i 1’ultim gquadrant amb una
concentracid baixa d’'hibridcomes. Convé que aguest ultim quadrant quedi
amb una concentracidé maxima d’l hibridoma/pou.

Quan els nous clons han crescut suficient (10-15 dies), es fa un
contatge de clons/pou i un nou crivellatge amb el sobrenedant dels
cultius. Es considera gque els clons sén suficientment grans quan es
poden veure com un punt (petit) per la part de sota de la placa,
vigilant que no arribin mai a confluir. Dels pous que donen possitiu
en el nou crivellatge (productors de l’anticds en qliestid), es clonen
per dilucié limit aguells gue tenen un nombre més baix de clons i, si
pot ser, un sol clé (fig. 11).

Es considera que els anticossos que produeixen sén ja anticossos
monoclonals quan:

1) s'han fet 3 o més clonatges consecutius o 5 alterns en els que
s’'han clonat hibridomes de pous amb un sol clé.

2) A més a més tots els pous amb clons han de ser possitius i
tots els pous sense clons negatius.
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Aquest procés de clonatge té dues finalitats. Una és assolir la
monoclonalitat dels anticossos i 1‘altra donar el temps suficient a les
ceél.lules hibrides per estabilitzar-se. Tot el procés, des de la fusid
i fins que els hibridomes es poden comencar a amplificar per tal de
produir anticossos monoclonals en grans quantitats (apartats 9 i 10),
comporta, anant tot bé, un minim de 3-4 mesos.

9.8 - Crioconservacid cel.lular

Els hibridomes productors d‘anticossos que no sén clonats perod
que es considera poden ser d’interés en altres treballs, aixi com les
répliques dels hibridomes clonats i els stocks de cél.lules mieldmiques
sén emmagatzemats per congelacid en N, liquid.

Les ceél.lules destinades a ser crioconservades sén resuspeses del
pou de cultiu, centrifugades 10 minuts a 800g 1 resuspeses en una
solucié 10% DMSO (dimetil sulfoxid) en FCS. Es posen en un tub de
crioconservacid (Nunc) un minim de 24 hores a -70°C dins un contenidor
de plastic expandit a fi de que es congelin molt a poc a poc. Passat
aguest temps, s’emmagatzemen definitivament en un contenidor de N,
liguid.

9.9 - Descongelacidé de linies cel.lulars

Per descongelar les diferents linies cel.lulars tant d'hibridomes
com de mielomes, es treuen del contenidor de N, liguid i, amb
celeritat, es descongelen al bany Maria a 37°C. Un cop descongelats,
es centrifuguen 10 minuts a 800g, es resuspenen en el medi de cultiu
escaient i es sembren en plagues de cultiu. Si cal, abans de sembrar-
les es poden sembrar cél.lules acompanyants.
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Fig. 11: Esquema general d‘obtencidé i produccié d’anticossos monoclonals.
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9.10 - Contaminacions

Encara gue no freqgients, les contaminacions dels cultius no sén
inusuals. L‘agent contaminant més fregiient, i gairebé 1l’'uUnic, que s’'ha
detectat en la cambra de cultiu on s’han desenvolupat els d’agquesta
Tesi han estat els llevats. Si la deteccid es fa en un estadi de poca
concentracidé dels llevats. Aquests poden ser eliminats en bastantes

ocasions.

Es renten els pous contaminats amb medi DMEM complert, HT o HAT
segons correspongui tantes vegades com sigui convenient (més de 10 -
15 cops) . Es resuspenen finalment les cél.lules i es clonen per dilucié
limit. D'aguesta manera és possible trobar algun pou amb hibridomes (o
mielomes, segons el cas) perd no llevats. Agquest pou és rescatat de la
placa i clonat novament.

Les contaminacions per bactéries, molt menys freqgients a la
Cambra de Cultius, es poden intentar subsanar de la mateixa manera. La
concentracid d’antibidtic (gentamicina, apartat 9.1) del medi de cultiu
es pot incrementar fins al doble.

En el cas de detectar la contaminacid en un estat molt avancgat,
el millor és treure el medi dels pous afectats i substituir-lo per NaOH
1IN. En tots els casos és molt convenient segellar les plaques per
evitar l’avanc de la contaminacid.

Un tractament especial mereixen les contaminacions degudes a
micoplasmes ja gque no es veuen en el microscopli invertit (sén
intracel.lulars) i passen per un filtre de 0.22 um (per les especials
caracteristiques de la seva paret cel.lular). Agquest tipus de
contaminacié ha estat detectada en una ocasidé en el decurs d‘agquesta
Tesi. Va ser provocada per una tanda de FCS contaminat. El primer
indici de contaminacid per micoplasmes es produeix quan els clons, en
arribar a un nombre de 40-70 cél.lules amb normalitat, sobtadament
deixen de créixer i moren (Vilella, 1986). Si es confirma la preséncia
de micoplasmes amb el test adequat (apartat 9.10), el millor que es pot
fer és llencar tots els cultius contaminats (tractats preéviament amb
lleixiu) i esterilitzar estrictament la Cambra de Cultius. Si el cultiu
cel.lular afectat es considera ireemplagable, es pot injectar a un
ratoli com a tumor ascitic (apartat 10.3), recuperar-lo de 7 a 15 dies
més tard i resembrar-lo novament en plaques de cultiu. L‘eficiéncia del
procés, durant el qual és el propi sistema immunitari del ratoli el que
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elimina els micoplasmes, s’acosta al 80% (Harlow i Lane, 1988). Aquest
mateix procés es por fer també amb cultius contaminats per altres
soques bacterianes o per llevats.

L'esterilitzacié de la cambra de cultius per prevenir
contaminacions massives s’'ha fet periddicament amb vapors de
paraformaldehid i per sulfatacié de tots els aparells amb sulfat de
coure 10%.

9.11 - Test de micoplasmes

El test emprat és el de tincidé amb colorant Hoechst 33258
(Harlow i Lane, 1988). Es treu el medi de cultiu de la placa o pou de
cultiu on es vagi a fer el test, es renta dos cops amb PBS sense que
es resuspenguin les cél.lules i s'incuba 10 minuts a temperatura
ambient amb acid acétic 25% - metanol 75%. Es neteja la placa 3 cops
amb PBS i s’incuba amb el colorant (Hoechst 33258 0.05 pgr/ml i azida
sodica 0.02% en medi DMEM) 10 minuts a temperatura ambient i1 en la
foscor. Es neteja la placa tres cops amb H,Od i s’ocbserva a una
longitud d’ona de 360 nm. Els cultius contaminats es detecten per la
tincidé del DNA dels micoplasmes que s’observa com punts brillants en
el citoplasma de les ceél.lules. Aguest test es realitza periddicament
per evitar danys ireparables als cultius cel.lulars.
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10 - PRODUCCIO D’ANTICOSSOS MONOCLONALS

La produccié d’anticossos monoclonals, un cop assolida la
monoclonalitat dels mateixos, es pot fer per dues vies diferents: "in
vitro" en medi de cultiu amb FCS o en medi de cultiu sense FCS, i "in
vivo" mitjangant la produccidé de tumors ascitics.

10.1 - Produccid "in vitro" en medis amb sérum fetal bovi
FCS

Un cop assolida la monoclonalitat d‘un anticds, es resuspén el
clé productor i s‘amplifica en medi HT en una placa de cultius
cel.lulars de 24 pous. Abans que arribi a confluéncia, es resuspenen
els hibridomes i es tornen a amplificar en medi HT en una placa de
Petri per cultius cel.lulars de 10ml de capacitat. A partir 4d’agquest
moment, comencara la produccidé de .grans volums de medi amb anticos
(fig. 11). Es recull el medi de la placa de Petri just abans que els
hibridomes arribin a confluir, es centrifuga 10 minuts a 1000g per
treure possibles restes cel.lulars, i es congela a -20°C. Si convé es
pot afegir 0.02% dfazida sddica per tal d’inhibir el creixement
bacteria i tampé (Tris HCl o PBS, pH 7.2) 1 M a una relacid 1:20.

Els hibridomes que resten a la placa poden ser amplificats en
medi HT (3-4 plaques noves per cada 1 placa vella) o bé es poden
eliminar 1/4-2/3 dels hibridomes. Quan torni a estar apunt per arribar
a la confluéncia, es torna a treure el sobrenedant.

10.2 - Produccidé "in vivo" mitjancant tumors ascitics

El protocol seguit és el descrit per Hoogenraad i Wraight (1986),
revisat per Harlow i Lane (1988) (fig. 11):

1) A una femella Balb/C de 6-8 setmanes d'edat s’injecta 0.5 ml
d’Adjuvant Incomplert de Freund (AIF) intraperitonealment (Lieberman
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i col, 1960; Mueller i col, 1986; Gillette, 1987) per tal d’irritar la
cavitat intraperitoneal i estimular la produccidé de nutrients, monocits
i limfocits, creant aixi un bon entorn pels hibridomes.

2) 7-14 dies després, s’injecten, préviament rentats en PBS,
5%x10° - 5x10%° hibridomes que es trobin en fase de creixement
exponencial en 0.5 ml de PBS.

3) 7-14 dies després de la injeccid es pot comencar a recollir
fluid ascitic punxant amb una agulla de 0.9 mm de diametre. Generalment
el fluid ascitic surt espontaniament degut a l’alta presid a que es
troba dins la cavitat intraperitoneal. Si no surt per presid, es pot
xuclar amb una xeringa de 5 ml. En una sola extraccid d’'un ratoli es
poden obtenir 10 ml de fluid ascitic. Es poden anar fent extraccions
succesives fins a la mort de l’animal.

4) Un cop extret el fluid ascitic, s‘incuba 1 hora a 37°C i 24
hores més a 4°C.

5) Es centrifuga a 3000g durant 10 minuts i es congela el
sobrenedant a -20°C. Es pot afegir azida sodica 0.02% i no cal afegir
tampd.

La produccidé d’anticossos monoclonals per aquest procediment té
el gran aventatge de produlr anticossos a altes concentracions amb un
minim de feina i cost. Té tanmateix l’inconvenient dels efectes queun
tumor ascitic produeix al ratoli.

10.3 - Produccid "in vitro" en medis sense serum fetal bovi

(FCsS(-))

En algung casos es fa imprescindible disposar d’anticossos
monoclonals amb una puresa relativa, respecte altres anticossos
contaminants, del 100% (veure apartat 15). No és aquest el cas dels
anticossos monoclonals produits amb medi amb FCS, que van acompanyats
dels anticossos del FCS (apartat 10.4), ni dels anticossos monoclonals
produits "in vivo", que van acompanyats d‘altres anticossos de ratoli
(apartat 10.4). La produccidé d’anticossos monoclonals amb una puresa
relativa, respecte altres anticossos del 100%, s’'ha fet amb medi HT
sense FCS (HT FCS(-)) (fig.11).
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El procés és basicament el mateix que el descrit per medis amb
FCS (apartat 10.1). La dificultat radica en trobar hibridomes capacos
de créixer i produir anticossos en medi HT FCS-.
en medi HT en una placa de 24 pous i,

Es sembren hibridomes
quan es troben en creixement
exponencial, es substitueix progressivament el medi HT per medi HT
FCS(-) (HT 5% FCS durant 24 hores, HT 1% FCS durant 24 hores, HT FCS (-
)). Un cop superada l’etapa inicial de mortalitat cel.lular,
un crivellatge per veure quins dels pous continuen produint anticossos.

cal fer

Aquest pous han de ser clonats per dilucié limit en medi HAT FCS(-) per
tal de separar els possibles hibridomes no productors del productors.
Després del crivellatge preceptiu, els clons productors sén amplificats
i el seu medi recollit segons el procés de l1l'apartat 10.1.

10.4 - Rendiments

Els rendiments que es poden obtenir en la produccid d’anticossos
monoclonals pels métodes descrits estan especificats a la fig. 12

(Harlow i Lane, 1988).
FONT CONCENTRACIO CONCENTRACIO ANTICOSSOS
D’/ANTICOSSOS TOTAL D’ANTICOSS0OS CONTAMINANTS
D’ANTICOSSOS ESPECIFICS
(mgr/ml) (mgxr/ml)
Medi HT 1 0.05 (5%) anticossos de
vedella
Medi HT FCS- 0.05 0.05 (100%) no n'hi ha
Fluid ascitic 1-10 0.9-9 (90%) anticossos de
ratoli
Fig. 12: Produccié d‘anticossos monoclonals: rendiments i puresa. Taula

adaptada de Harlow i Lane (1988).
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10.5 - Titolacid dels anticossos

Els nivells d’anticds (titol) s’'estimen per a cada tanda
d‘anticds 1 per a cadascun dels procediments on s’'han d‘utilitzar.

Per a teécniques d'ELISA (apartat 11.1), el titol d’anticos
s’estima com la dilucid d‘anticos (mantenint constant 1l’antigen fixat
a placa) que ddéna un valor de densitat optica del 50% del valor maxim.

Per procediments immunohistoquimics i immunocitoquimics el titol

d'anticos s'estima com la dilucid maxima d’anticds que déna un senyal
especific clar i nitit amb el minim soroll de fons possible.
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1d - TECNIQUES DE CRIVELLATGE DELS
SOBRENEDANTS D’HIBRIDOMES

En les immunitzacions realitzades no s'ha pogut disposar mai d’un
antigen pur, ja que ni tant sols es coneixien els antigens contra els
guals es generaven anticossos (veure apartats 4 i 5.4 de la
Introduccid). Es per aixd que pel crivellatge dels sobrenedants de
cultius s’ha utilitzat:

1) La técnica d’'ELISA (apartat 11.1) per detectar els hibridomes
productors d’'immunoglobulines (IgG).

2°") Les teécniques immunohistoquimiques i immunocitoquimiques

(apartat 11.2) per determinar l’especificitat dels anticossos produits
en teots els pous que contenen hibridomes productors de IgG.

11.1 - Técnica 4A’ELISA

L'immunoassaig enzimatic (ELISA) és la técnica gue s’'ha triat per
posar de manifest la preséncia o abséncia d’'immunoglobulines, i més
concretament d’IgG, en els sobrenedants de cultius d'hibridomes.
D'ageusta manera unicament passen a etapes posteriors de crivellatge
(especificitat dels anticossos, fig. 11) aquells sobrenedants gque
continguin IgG (ja que sdén les immunoglobulines de produccid més
estable per part dels hibridomes). D’'aquesta manera no s'esmercen
esforgos en clonar hibridomes productors d’altres immunoglobulines,
especialment les IgM, que molt probablement es perderan (deixaran de
ser produides) i donaran bastants problemes d’'inespecificitat.

El métode 4‘ELISA seguit esta basat en el descrit per Miles i
Hales (1968a,b) amb algunes modificacions. La idea general del protocol
és immobilitzar en la fase solida els anticossos procedents del
sobrenedant de cultiu. Aquests sén detectats per un anticos especific
anti IgG marcat amb peroxidasa de rave (HRP) que permetra valorar la
quantitat d’'anticossos del sobrenedant de cultiu amb la corresponent
reaccidé enzimatica (fig. 1l3a).
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1) S’'uneixen els anticossos procedents dels sobrenedants de
cultiu dels hibridomes (unidé no covalent) als pous d’una placa
microtiter de 96 pous de Polyvinylchloride (ELISA, capacitat d‘unid 300
ngr/cm?, Bioreba), afegint 100 pl del sobrenedant a cada pou 1
incubant-los 2 hores a 37°C o 12 hores a 4°C.

2) S’espolsen les plagues per treure el sobrenedant i es saturen
amb 200 pl/pou d'un excés de proteines (llet en pols desnatada, Molico,
Nestlé, 5% en PBS) durant 2 hores a 37°C.

3) S’espolsen les plagques i es renten tres cops amb tampd de
rentat (MTP; apartat 17).

4) S'incuben amb 100 pl/pou d’anticods secundari comercial anti
IgG de ratoli conjugat a HRP (cabra anti ratoli, GAM-PO, Nordic) diluit
1/5000 - 1/15000 (en funcidé de cada tanda) en MTP, durant 1-2 hores a
37°C.

5) S‘espolsen les plagques 1 es renten tres cops amb MTP.

6) S'afegeixen 100 pl de solucid de substracte (apartat 17) i es
manté en la foscor fins que el contingut dels pous agafi una coloracid
adeguada (20-30 minuts).

7) S'atura la reaccid afegint 100 pl/pou de H,S0, 4M, i es llegeix
la densitat optica en un espectrefotometre per a plagues microtiter
(Multiskan) a 492 nm.

En alguns casos s‘ha utilitzat la técnica dA'ELISA unint a la
placa els antigens reconeguts pels anticossos monoclonals. En aguests
casos, el protocol és el mateix perd amb el pas previ d'unidé de
l’antigen a la placa (2 hores a 37°C o 12 hores a 4°C) i amb la
saturacidé entre els passos d'unié de l’‘antigen i la incubacidé amb
l’anticds primari (1-2 hores a 37°C) (fig. 13b).

Fig. 13: Esquema de la deteccié immunoquimica mitjangant la técnica d’ELISA.
A) Deteccidé de la preséncia d’anticossos independenment de la seva especificitat. B)
Deteccié de l’especificitat dels anticossos o de la preséncia de l‘antigen reconegut en

una barreja antigénica.
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11.2 -~ Técniques immunohistoquimiques i immunocitoquimiques

Per determinar 1l’especificitat dels anticossos a nivell d’drgans,
teixits i1 cél.lules s'han fet els seglients crivellatges:

- mitjancant técnigues immunohistoquimiques en totes les fusions
cel.lulars sobre seccions sagitals de planaries incloses en parafina

(apartat 12)
- mitjancant técnigques immunocitoquimiques (apartat 13) sobre
macerats cel.lulars a partir de la fusid n238 (moment en gue va quedar

posada a punt aquesta tecnica) (fig. 11).
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12 - TECNIQUES IMMUNOHISTOQUIMIQUES

12.1 - Metodes de fixacid

El fixador emprat en tots els crivellatges ha estat el
paraformaldehid 4% en PBS (pH 7.2) ja que ha demostrat ser el més
"universal" de tots els assajats. El métode de fixacid és el descrit
per Romero i col. (1991) i Bueno i col. (1994). Planaries intactes o
regenerants, préviament tractades amb clorur de cisteina 1% en PBS (pH
7.5) durant 1 minut a temperatura ambient per tal d’eliminar la
mucositat, sén anestesiades en fred posant-les sobre un portaocbjectes
en contacte amb gel. Es sacrifiquen amb el mateix fixador, es fixen
durant 3-4 hores a 4°C 1 es renten amb PBS durant 24 hores a 4°C (minim
3 canvis).

Aquells anticossos seleccionats per a realitzar treballs de
descripcidé i/o regeneracidé han estat assajats amb altres fixadors,
concrets per a cada relacidé antigen-anticos, que milloressin la
histologia 1 no fessin disminuir significativament el marcatge ni
aumentar la inespecificitat. En aguest sentit s’han utilitzat fixadors
tipus Karnowsky 1 Bouin. Els organismes fixats en Karnowsky i Bouin es
mantenen el la solucid fixadora durant 3 hores a 4°C 1 es renten durant
24 hores a 4°C en PBS els fixats en Karnowsky 1 en etanol 70% els
fixats en Bouin (minim 3 canvis).

12.2 - Organismes inclosos en parafina

12.2.1 - Inclusié en parafina i obtencié de seccions

Planaries fixades i rentades (apartat 12.1) es deshidraten en
série alcohdlica creixent (etanol 70%, 2 x 10 minuts; etanol 96%, 2 x
10 minuts; etanol absolut, 2x 10 minuts; i xilol, 2 x 15 minuts) i
s'inclouen en dos banys de 30 minuts de parafina fosa (punt de fusié
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51-53°C, Merck) mantinguda a 56°C. Els blocs es confeccionen submergint
les mostres en parafina dins unes pinces de Leukart i deixant-la
refredar.Els blocs es mantenen un minim de 24 hores 4°C abans de ser
utilitzats.

Les seccions s’'han fet de 10 pm de gruix tant sagitalment com
transversal (fig. 14) amb un microtom de sobretaula (Anglia) amb
ganivetes rebutjables (Romero i col, 1991; Bueno i col., 1994), i s’han
muntat sobre portaocbjectes gelatinats (apartat 17).

ORIENTACIO SECCIONS TRANSVERSALS
|

ORIENTACIO
SECCIONS
SAGITALS

B
-

TR R T Ty

Fig. 14: orientacidé de les seccions d’organismes inclosos en parafina respecte

l’eix antero-posterior.

12.2.2 - Immunotincié de seccions incloses en parafina

S’ha utilitzat el metode de immunotincidé indirecte (fig. 15)
basat en la visualitzacidé de la unié antigen-anticds mitjancant un
anticds secundari lligat a una molécula fluorescent o enzimatica
(Bullock i Petrusz, 1985; Johnstone i Thorpe, 1987). El procediment és
el segiient (Romero i col, 1991; Bueno i col, 1994):

1) Talls histolodgics obtinguts segons els apartats 12.1 i 12.2.1
es desparafinen i rehidraten en série alcohdlica decreixent (xilol, 2
x 15 minuts; etanol absolut, 2 x 5 minuts, etanol 96%, 2 x 5 minuts:
i etanol 70%, 2 x 5 minuts) i es renten 15 minuts en PRS.
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2) Es permeabilitzen amb Pepsina (Sigma) 0.4% en HCl1 0.1 N (pH
5) durant 15 minuts a 37°C, es renten 15 minuts en PBS i es saturen amb
una solucid 5% de llet desnatada en pols (Molico, Nestlé) en PBS durant
1 hora a temperatura ambient.

3) Un cop saturats, es passen breument per PBS per treure l’excés
d’agent saturador i s’incuben amb 1l’anticds monoclonal diluit en funcid
del seu titol durant 12 hores a 4°C en una camara humida.

4) Després d’'un nou rentat de 30-60 minuts en PBS (minim 5
canvis) queden a punt per a la incubacidé amb l’anticds secundari.

12.2.3 - Metodes de deteccid indirecta

S'han utilitzat dos sistemes per a detectar la unidé antigen-
anticods: anticossos comercials lligats a molécules fluorescents (cabra
anti ratoli lligat a isotiocianat de fluoresceina, GAM-FITC, Nordic)
i anticossos comercials lligats a biotina (Avidin Biotin Complex lligat
a peroxidasa de rave (HRP), ABC-PO, Vector).

a) Deteccid fluorescent (fig. 15).

S’incuben les seccions histologiques amb GAM-FITC diluit 1/50 en
PBS 0.25% Tritd X-100 1-2 hores a temperatura ambient en la foscor.
Passat aquest temps, es renten amb PBS durant 1 hora en la foscor
(minim 5 canvis) i es munten en glicercl 50% en H,0d.

b) Deteccid pel sistema ABC-PO (fig. 15).

1) S’incuben les seccions histoldogiques amb l‘anticos anti IgG
biotinilat diluit 1/200 en PBS durant 30 minuts a temperatura ambient.

2) Es renten en PBS 15 minuts i s’incuben amb una barreja
d’avidina i biotina lligada a HRP (ABC Kit, Vector) diluida 1/100 en
PBS durant 30-60 minuts a temparatura ambient. La barreja d’'avidina i
biotina es prepara 30 minuts abans de la seva utilitzacid

3) Es renten 1 hora en PBS (minim 5 canvis) i es visualitza la
preséncia d’enzim incubant els talls amb solucié substrat de peroxidasa
(DAB, virat amb sulfat amonic de niquel segons les modificacions de Hsu
i Soban, 1982, apartat 17) durant 2-7 minuts.
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4) Es renten novament en PBS durant 15 minuts i es munten en
glicerol 50% en H,0d o bé es deshidraten en serie alcohdlica creixent
(just 1l’invers del descrit per la desparafinacid, apartat 12.2.2) i es
munten en DPX.

antigen recone-
anticés primari ‘ gut per 1l'anti-
cés primari

anticos bioti-

nilat anti IgeG .

de ratoli altres
substancies

anticés 1lligat
a FITC anti
IgG de ratoli

fdi:ij parafina

no accessible
als anticossos

biotina |:|
@ avidina
Po =re E precipitat

de color

agent saturador

Fig. 15: Esquema de la deteccidé immunchistoquimica sobre seccions d’organismes

inclosos en parafina.
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12.3 - Seccions incloses en Lowicryl

12.3.1 - Inclusidé en Lowicryl i obtencidé de seccions
semifines i ultrafines

Trossos de planaria de 1.5 x 1.5 mm sén fixats amb fixador tipus
Carnowsky segons el procediment descrit a 1l'apartat 12.1. Es
deshidraten a baixes temperatures en série alcohdlica creixent (etanol
30%, 30 minuts, 0°C; etanol 50%, 60 minuts, -20°C; etanol 70%, 60
minuts, -35°C; etanol 96%, 60 minuts, -35°C; i etanol absclut, 60
minuts, -35°C) 1 s'inclouen en reina Lowicryl 4B (LKB) (reina-etanol
absolut 1:1, 60 minuts, -35°C; 2:1, 60 minuts, -35°C; reina pura, 60
minuts, -35°C; i reina pura, 12 hores, -35°C).

Els blocs es fan omplint capsules de gelatina amb reina i
transferint les mostres amb una pipeta Pasteur (tot a -35°C). 15-30
minuts després es connecta la lampara ultravioleta i es deixa un minim
de 24 hores a -35°C, i 2-3 dies més a temperatura ambient.

Les seccions, obtingudes amb ganivetes de wvidre, es fan d’'un
gruix d’'1l pum (seccions semifines) i 50 nm (seccions ultrafines). Les
primeres es munten sobre portaobjectes gelatinats i1 les segones sobre

reixetes per microscopia electrodnica.

12.3.2 - Immunotincidé de seccions semifines

Les immunotincions de seccions semifines s’han fet pel métode
de deteccid indirecta. El procés és el seglient:

1) Seccions semifines muntades sobre portaocbjectes gelatinats es
renten amb PBS 30 minuts (3 canvis), es tracten amb clorur amoénic 50
mM en H,0d durant 1 hora a temperatura ambient i es permeabilitzen en
Pepsina 0.4% en HCl1 0.1 N pH 5 a 37°C durant 15 minuts.

2) Es renten amb PBS 15 minuts i es saturen amb una solucid 5%
de llet en pols desnatada (Molico, Nestlé) en PBS durant 1 hora a
temperatura ambient, i s’incuben amb 1l’anticds monoclonal diluit en PBS
en funcié del seu titol durant 12 hores a 4°C.
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3) Després de la incubacié, es renten amb PBS durant 1 hora
(minim 3 canvis) i s’incuben amb un anticods secundari comercial lligat
a or de 5 nm (British Biotecnology, Landerdiagnostico) diluit 1/20 en
PBS durant 90 minuts.

4) Es renten en PBS per treure l’'anticds no lligat i en H,0d i
H,0bd per treure les sals que aportava el PBS (PBS 10 minuts, x2; PBS
10mM 10 minuts; H,0d 10 minuts; H,0bd 10 minuts, x4), 1 s’incuben amb
barreja de plata (Silver Enhancing Kit, British BioCell,
Landerdiagnostico) de 10 a 15 minuts.

5) Quan el contrast és suficient, es renten un minim de 2 minuts
en aigua corrent, 5 minuts en H,0d i es tenyeixen amb Blau de Toluidina
0.1% durant 2-3 minuts a temperatura ambient.

6) Es renten amb H,0d, es deixen assecar i es munten amb oli
d’immersidé. La preparacid es sella amb laca.

12.3.3 - Immunotincid de seccions ultrafines

La immunotincié de seccions ultrafines s'ha fet pel métode de
deteccidé indirecta. El procés és el seglient:

1) Es reten les reixetes amb PBS durant 5-10 minuts, es tracten
amb clorur amdénic 50 mM durant 15 minuts a temperatura ambient i es
tornen a rentar amb PBS 5 minuts més.

2) Es saturen amb llet desnatada en pols (Molico, Nestlé) durant
15 minuts a temperatura ambient, es renten 1 minut amb PBS i s’incuben
amb l’anticds monoclonal diluit en PBS segons el seu titeol durant 12
hores a 4°cC.

3) Es renten amb PBS durant 15 minuts (minim 3 canvis) 1
s’incuben amb anticds comercial lligat a or de 15 nm (cabra anti ratoli
lligat a or, GAM-GOLD, British Biotechnology, Landerdiagnostic) diluit
1/50 en PBS, durant 90 minuts a temperatura ambient.

4) Es renten amb PBS per treure l’anticds no lligat i amb H,0d
per treure les sals (PBS 5 minuts, x2; PBS 10 mM 5 minuts; H,0d 5
minuts; H,0bd 5 minuts, x2). Un cop rentades, es deixen assecar a
l'aire.
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5) Es contrasten amb acetat d‘uranil 2% hidroxid amdnic 5% en
0.15 M d'acid oxalic durant 10 minuts i en 1.5% metilcelulosa en H,0d
durant 30 segons.

12.4 - Immunotincié d’organismes processats "in toto"

La immunotincié d’organismes processats "in toto" s’'ha fet
seguint els protocols descrits per Wikgren i Reuter (1985) i adaptat
per Burgaya i Bagufia (1992). El procés és el seglient:

1) Planaries de 4-5 mm de llargada es tracten amb clorur de
cisteina 1% en PBS a pH 7.0 durant 1 minut, es renten en PBS i es
permeabilitzen en 0.5 % de pronasa E durant 15 minuts a temperatura
ambient.

2) Es renten en PBS sobre el suport on s’han de permeabilitzar,
es fixen amb paraformaldehid 4 % en PBS durant 4 hores a 4°C i es
renten amb PBS durant 12 hores (minim 3 canvis).

3) S‘incuben amb l‘anticos monoclonal diluit en tampd TIT
(apartat 17) en funcid del seu titol durant 3-4 dies en agitacié suau
a 4°cC.

4) Es renten en TIT durant 24 hores i s’incuben amb un anticos
secundari comercial conjugat a isotiocianat de fluoresceina (cabra anti

ratoli, GAM-FITC, Nordic) diluit 1/50 en TIT.

5) Es renten en TIT durant 24 hores, es munten en glicerol 50%
en PBS i es fa un lleuger "sqguash".
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13 - TECNIQUES IMMUNOCITOQUIMIQUES

13.1 - Obtencidé de macerats cel.lulars

Els macerats cel.lulars utilitzats en técniques
immunocitoguimiques s‘han obtingut tractant planaries amb clorur de
cisteina 1% en PBS a pH 7.0 durant 1 minut per eliminar la mucositat,
tallant-les en petits trocets amb una fulla de bisturi i posant-les a
macerar a temperatura ambient en solucid maceradora salina (apartat 17;
Bueno 1 col, 1992; Espinosa, 1993). A les 12 hores s’'agita molt
suaument el flascd per separar les cél.lules ja macerades sense gue es
trenquin i es deixa reposar uns minuts per que precipitin els agregats,
quedant aixi les cel.lules macerades en el sobrenedant.

13.2 - Immunotincidé de macerats cel.lulars

Macerats cel.lulars obtinguts amb solucidé maceradora salina
(apartat 13.1) sén dipositats sobre portacbjectes sense gelatinar i es
deixen sedimentar durant 1 hora a temperatura ambient. Es retira la
solucidé maceradora xuclant amb una pipeta o similar i es fixen amb
paraformaldehid 4% en PBS durant 1 hora a temperatura ambient. Un cop
fixades, es renten amb PBS un minim de mitja hora i es permeabilitzen
amb Pepsina (Sigma) 0.1% en HCl 0.1 N a pH 5.0 durant 15-30 minuts a
37°C. La resta del processat és idéntic al descrit per a la
immunotincid sobre seccions de planaries incloses en parafina (apartats
12.2.2 1 12.2.3) si es visualitza la immunodeteccié amb el sistema ABC-
PO (Avidin Biotin Complex conjugat a HRP, Vector) o mitjancant
fluorescéncia; i idéntic al descrit per a la immunotincié de seccions
semifines (apartat 12.3.2) si es visualitza la immunodeteccié amb
anticossos conjugats a or i amplificats amb plata.
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13.3 - Obtencid de dissociats cel.lulars

L‘’obtencié de dissociats cel.lulars per ser immunodetectats es
fa seguint el mateix procediment que el descrit en l'apartat 7.2.4.

13.4 - Immunotincidé de dissociats cel.lulars

La immunotincid de dissociats cel.lulars es fa seguint el mateix
procediment que el descrit per macerats cel.lulars en l’apartat 13.2.
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14 - TECNIQUES ELECTROFORETIQUES

14.1 - Gels d’electroforesi (SDS-PAGE)

S'ha seguit basicament el métode descrit per Laemli (1970)
aplicat al sistema Mini-Protean II (BioRad), al sistema Hoefer, i al
sistema Protean II (Biorad) depenent de les proteines a detectar. Els
gels analitics s’han fet de 0.7 mm de gruix amb els dos primers i de
1.5 mm en el darrer. Els preparatius per a obtenir proteina per a les
immunitzacions s‘han fet de 1-1.5 mm. En tots els casos els gels han
estat discontinus d’acrilamida-bisacrilamida, amb un gel concentrador
de 4% i un gel separador de 8%, 10%, 12% i 15% d’'aquests compostos pel
sistema Mini-Protean II. Pel sistema Hoefer i Protean II, utilizats per
detectar molécules de baix pes molecular, s'han sequit les instruccions
donades per Sigma per marcadors de baix pes molecular (Sigma Technical
Bulletin MWM-100 (9-90)), amb gel concentrador, espaiador i separador.

Es segueixen totes les instruccions de muntatge subministrades
amb 1‘aparell, s‘apliquen les mostres i es fan avancar amb un voltatge
constant de 200V dins una cubeta amb tampd d’'electroforesi (apartat 17)
durant 45 minuts (Mini-Protean II) o a 30 mA durant 4-30 hores (Hoefer
i Protean II respectivament). En ambdés casos s’'ha mirat que el front
estigués a punt d’arribar a la base del gel. Un cop finalitzada
l’electroforesi es processa el gel per a fer una transferéncia
(Western-blott, apartat 14.4) o una tincid proteica total (apartats
14.2 3 14.3).

Les mostres que s’apliquen al gel s’obtenen per homogeneitzacid
en tampé PBS, PBS - 0.5% Tritd X-100 o TITX (apartat 17) depenent dels
casos, segons el protocol descrit a 1l’apartat 7.2.7 (Collet, 1990), en
preséncia d'inhibidors de proteases. Just abans de ser aplicades al
gel, es barrejen amb el tampé de carrega (apartat 17).
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14.2 - Tincid proteica total amb Coomassie Brilliant Blue
R-250

La tincidé de proteina total en gels SDS-PAGE amb Coomassie
Brilliant Blue R-250 s’ha relitzat segons el procediment descrit per
Harlow i Lane (1988). Es posa el gel en una cubeta amb solucid de
tinecid Coomassie Brilliant Blue R-250 (apartat 17), en agitacid suau
de 2 a 4 hores a temperatura ambient o 12 hores a 4°C. Passat aquest
temps, es destenyeix en solucidé destenyidora, sent renovada varies
vegades fins que el fons del gel quedi clar i tant sols s'’observin
tenyides les bandes. Un cop ben destenyit, es pot guardar en acid
acétic 10% en H,0d o bé secar amb un secador de gels.

14.3 - Tincidé proteica total amb nitrat de plata

La tincidé de proteina total amb nitrat de plata en gels SDS-PAGE
s'ha realitzat segons el protocol descrit per Wray i col. (1981).

1) Es fixen els gels amb solucidé fixadora per tincions de plata
durant 1-2 hores, 1 es renta durant 60 minuts (3 canvis) en etanol 30%.

2) Es fa un pretractament amb tiosulfat sodic (Na,S,0,.5H,0) 0.2
mgr/ml 1 minut, es renta amb H,0bd 1 minut (3 canvis) i s’impregna amb

solucié de nitrat de plata durant 20 minuts en la foscor.

3) Es renta amb H,0d durant 1 minut (3 canvis) i es revela amb
solucidé reveladora (apartat 17) de 1 a 3 minuts fins a veure bandes.

4) Quan s’'observen bandes, es renta amb H,0d durant 40 segons (2
canvis), s’atura amb solucid d’aturada i es renta amb metanol 30%.

Tot el protocol es fa a temperatura ambient. Es poden guardar els
gels amb metanol 30% a 4°C o bé assecar-los en un secador de gels.
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14.4 - Transferencia de proteines a filtre de
nitrocel.lulosa: Western-blot

La transferencia electroforetica de proteines entre gels de
poliacrilamida (SDS-PAGE) a membranes de nitrocel.lulosa s'ha fet
seguint el procediment descrit per Towkin i col. (1978) i Dunn (1986),
utilitzant el sistema Mini-Transblot (BioRad) i seguint les condicions
especificades pel fabricant.

a) Procediment desnaturalitzant (Towkin i col., 1978):

1) S’incuba el gel en una cubeta amb tampdé de transferéncia
(apartat 17) en agitacidé suau durant 30 minuts.

2) Es munta el "sandwich" de transferencia amb el gel, la
membrana de nitrocel.lulosa (s‘ha provat també el nildé, amb el mateix
protocol) i paper Whatman.

3) Es col.loca el "sandwich" dins la cubeta de transferéncia amb
tampdé de transferéncia i refrigerant, i es connecta la font a 100V

durant 60 minuts.

4) Es desmunta el "sanwich" i1 es deixa assecar la membrana.

b) Procediment renaturalitzant (Dunn, 1986):

1) S'incuba el gel en una cubeta amb tampd de renaturalitzacid
(apartat 17) durant 1 hora, amb un minim de 4 canvis de 200 ml cada un.

2) S’'incuba el gel en una cubeta amb tampd de transferéncia
renaturalitzant (apartat 17) en agitacidé suau durant 30 minuts.

3) La resta del protocol és igual al descrit per

electrotransferéncies desnaturalitzants perd emprant tampd de
transferéncia renaturalitzant.
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14.5 - Immunodeteccidé d’antigens sobre filtres de
nitrocel.lulosa

La immunodeteccidé d’antigens sobre filtres de nitrocel.lulosa (o
niléd) s‘ha relitzat tant sobre antigens transferits al filtre a partir
de gels de poliacrilamida (Western blott) com sobre antigens dipositats
directament sobre el filtre (Dot blot).

La immunodeteccié "Dot blot" s‘ha fet seguint el procediment
descrit per Sharon i col (1979).

1) S'‘hidrata la membrana de nitrocel.lulosa (o nild) amb PBS, de
1 a 12 hores, 1 sense deixar gue s’‘assequli es dipositen gotes de
lasolucié d‘antigen (obtingudes segons el procediment de 1l’apartat
7.2.7), separades un minim de 5 mm.

A partir d'aquest moment, el processat és idéntic gque per a
immunodeteccidé "Western blott".

2) Es fixa l‘’antigen deixant assecar la membrana o bé incubant-la
en isopropancl 25% acid acetic - 10% durant 15 minuts.

3) Es rehidrata o renta la membrana en PBS (depenent del métode
de fixacid emprat) i1 es satura amb una solucidé de 5% llet en pols
desnatada (Molico, Nestlé) en PBS durant 1-2 hores a temperatura
ambient en agitacid suau. En el cas de qué la membrana provingui d‘una
electrotransferéencia renaturalitzant, convé fer la saturacidé amb 5%
llet en pols desnatada i 0.1% Tween 20 en 10 mM Tris-HCl1l pH 7.4 durant
12 hores a 4°C en agitacid suau.

4) Es renten breument amb PBS i s’'incuben amb 1‘anticos
monoclonal diluit en PBS en funcid del seu titol durant 1-4 hores a
temperatura ambient o 12 hores a 4°C, en agitacid suau.

5) Es renten amb MTP durant 30 minuts (minim 3 canvis) amb
agitacid suau, i s’incuben amb l’anticods secundari lligat a peroxidasa
de rave (HRP) (cabra anti ratoli, GAM-PO, Nordic) diluit 1/100 - 1/5000
en MTP, durant 1-2 hores en agitacid suau i a temperatura ambient.

6) Es renten amb MTP durant 60 minuts (minim 5 canvis) i es
revela amb solucié reveladora (DAB virat amb clorur de cobalt, segons
les modificacions de Hsu i Soban, 1982; apartat 17) fins que es vegin
les bandes o taques amb la coloracié adequada.
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7) Es renta la membrana amb H,0d i es deixa assecar entre papers
de filtre.

14.6 - Extraccid acetica d’antigens separats mitjancant
gels de poliacrilamida (SDS-PAGE)

S'ha seguit una modificacié del protocol descrit per Bernabeu i
col (1977). Es talla el gel de poliacrilamida per les zones de les
bandes proteiques que es volen extreure i s’'homogenitzen amb una vareta
de vidre amb acid acétic 66% en PBS dins un tub Ependorf. Un cop
homogeneitzades, es deixen 12 hores a 4°C en agitacidé i es centrifuguen
durant 15 minuts a 20000g. Es recull el sobrenedant i1 es tampona per
adicié (1:5) de tampd fosfat 0.5 M a pH 7.7. Si cal, es pot dialitzar
front el tampé escaient.
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15 - CARACTERITZACIO BASICA D’ANTIGENS

15.1 - Purificaciéd d’antigens per cromatografia
d’immunocafinitat

El sistema de cromatografia d‘’immuncafinitat utilitzat per
purificar antigens és el sistema "Immuno Pure IgG Orientation Kit"
(Pierce), que es basa en unir fortament l’anticds a proteina A. S’han
seguit basicament les instruccions facilitades pel fabricant. Durant
tot el procés es van fent els controls seglients mitjancant la técnica
d'ELISA (apartat 11.1):

- unidé de l’anticos a la proteina A
- unidé antigen-anticos
- elucid de l'antigen.

15.1.1 - Obtencidé d’antigens

Els antigens s’han obtingut per homogenitzacid de la zona central
de planaries tallades entre els nivells de tall D-E i A-C (Sald, 1984;
veure fig. 7). Es tractaten amb clorur de cisteina 1% durant 1 minut
per treure la mucositat i s‘homogenitzen amb tampd Tris-HC1l 10 mM 0.5%
Tritdé X-100, a pH 7.5, amb inhibidors de proteases (apartat 17) seguint
el procediment descrit a l‘apartat 7.2.7 (Collet, 1990).

15.1.2 - Purificacions prévies amb columnes de Sephadex G-
50

Un cop obtingut un extracte total d’antigens de planaria es passa
Per una columna de Sephadex G-50 (Pharmacia) de 25 cm’ de capacitat per
tal de treure el maxim nombre de substancies que no siguin les
reconegudes per l’anticds monoclonal. Es diposita 1 ml de la solucid
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total d’'antigens sobre el gel i, quan ha entrat tot dins el gel, en fan
entrar 100 pnl de Bromophenol Blue 0.1%. S’elueix amb tampd Tris-HC1l 10
mM i es van recollint fraccions de 2 ml fins que surt el Bromophenol
Blue. La densitat optica d'aquestes fraccions es llegida amb un
espectrefotometre (Ultrospec 4050, LKB) a 280, 230 i 210 nm. A més a
més, 100 pl de cadascuna de les fraccions sén fixats en una placa
d’'ELISA per detectar amb 1l’anticos monoclonal corresponent (apartat
11.1) la fraccidé que conté l’antigen que volem purificar.

15.1.3 - Unidé dels anticossos 1 antigens a la columna
d’immunocafinitat

L'anticds monoclonal que ha de ser unit a la columna
d’immunocafinitat s‘ha obtingut a partir d'‘un volum suficient de
sobrenedant de cultiu (400-500 ml) en medi HT FCS(-) per tenir uns 8-10
mgr d'anticds, gquantitat que donara la maxima eficiéncia. Per
concentrat l’anticos en el wvolum requerit per la columna
d’immunoafinitat (1-5 ml) el procediment és el segient:

1) Es fa precipitar 1l’'anticos monoclonal del medi (HT FCS-) amb
sulfat amonic 50%, afegint-lo molt poc a poc al mateix temps que es va
agitant amb un agitador magnétic a 4°C.

2) Es deixa agitant-se durant 12 hores a 4°C.

3) Es centrifuga a 3000g durant 30 minuts, es resuspen el
precipitat en 1-5 ml de tampd Tris-HCl 10 mM i es dialitza 12 hores a
4°C front el mateix tampd.

Un cop es tenen els 8-10 mgr d’anticos en el volum escaient (1-5
ml) es munta la columna (fig. 16) segons el seglient procediment:

1) S'equilibra la columna passant 5 ml de tampd de rentat (Wash
Buffer, Immuno Pure IgG Orientation Kit (IgG OK) Pierce).

2) Es dilueix la solucid d’anticds 1:1 amb tampd d’unié (Binding
Buffer, IgG OK) i es fa passar a través de la columna.

3) Quan ha passat tot, es renta la columna amb 10 ml de tampd de
rentat (Wash Buffer, IgG OK) i es posen 2 ml de tampé de lligacid
(Crosslinking Buffer, IgG OK) on hi ha dissolt Dimethil pimelimidat
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(6.6 mgr/ml) per unir fortament l‘anticds a la proteina A. Es tapa la
columna i es manté 1 hora a temperatura ambient agitant-se en un
agitador orbital.

4) Es renta amb 5 ml de tampd de lligacié (Crosslinking Buffer,
IgG OK) i s’afegeixen 2 ml de tampd de saturacid (Blocking Buffer, IgG
OK). Es tapa la columna 1 es deixa agitant-se durant 10 minuts a
temperatura ambient en un agitador orbital.

5) Es renta la columna amb 5 ml de tampdé d’elucidé (Elution
Buffer, IgG OK) a pH 2.8 sempre i quan el pH acid no afecti a
l’estabilitat de l’anticds (s'ha de comprovar per a cada anticos).

6) Es renta la columna amb 10 ml de tampé de rentat (Wash Buffer,
IgG OK) i1 s’equilibra amb tampé Tris-HCl 10 mM pH 7.5.

7) Es fa passar la solucid d’antigens per la columna (préviament
purificada segons l‘apartat 15.1.2) i, guan ja ha passat tota, es renta
la columna amb tampd Tris-HCl 10 mM pH 7.5 fins gue no es detecti cap
lectura amb 1l’'espectrefotometre a 280, 230 i 210 nm.

15.1.4 - Elucid dels antigens de la columna
d’immunoafinitat

Primer s’elueix l’'antigen amb tampé Mg Cl, de molaritat creixent
(fraccions de 1 ml de: 0.5 M; 1 M; 1.5 M; 2 M; 2.5 M; 3 M; i 3.5 M) i
després amb tampd Glicina HC1l 0.1 M pH 2.8. Es recullen fraccions de
1 ml. Si les fraccions provenen d’'una elucié amb tampé Glicina HCl1l 0.1
M pH 2.8 es tamponen immediatament amb tampdé fosfat 0.5 MpH 7.7, 1 si
provenen d‘una elucidé amb Mn Cl, es dialitzen front tampd Tris-HCl 10
mM pH 7.5. Les fraccions aixi obtingudes sén testades mitjangant 1la
técnica d'ELISA (apartat 11.1).
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Fig. 16: Esquema de la purificacid de substancies mitjancant columa
d’immunoafinitat segons el protocol del sistema "Immuno Pure IgG Orientation Kit"

(Pierce).
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15.1.5 - Purificacions posteriors mitjancant HPLC

Totes les fraccions que contenen 1l’antigen (detectat mitjangant
la técnica d’ELISA, apartat 11.1) sén purificades mitjancant columnes
de separacid atenent a la mida amb un aparell HPLC (HPLC 2150 PUMP,
LKB) . Les fraccions que s'obtenen d’aquestes columnes sén novament
testades amb la técnica d’ELISA, i totes aquelles en que es detecta
preséncia d’antigen sén corregudes en un gel d’'electroforesi (SDS-PAGE,
apartat 14.1). Aquest gel es tenyeix amb nitrat de plata (apartat 14.3)
per comprovar la puresa de l’antigen aillat.

15.2 - Deteccidé de glucoproteines sobre filtres

La deteccid de glucoproteines scobre filtres s‘ha fet pel sistema
Glican Detection Kit (Boehringer Manheim) seguint exactament les
instruccions donades pel fabricant. S‘ha utilitzat antigen purificat
mitjancant columnes d’immunocafinitat segons els procediments de
l‘apartat 15.1. El protoceol és el segiient (fig. 17):

1) Srapliguen uns 5-20 pgl de solucidé d’antigen sobre una
membrana de nitrocel.lulosa, préviament hidratada amb PBS, i es deixa
assecar.

2) Es renta la membrana amb PBS pH 6.5 i s’'oxida amb metaperiodat
sodic 10 mM en tampdé acetat pH 5.5 durant 20 minuts a temperatura
ambient.

3) Es renta la mebrana amb PBS pH 6.5 durant 30 minuts (3 canvis)
i s’'incuba amb 0.0002-0.001% de DIG-succinil-E-amidocaproic acid
hidrazida en tampé acetat pH 5.5 (marcatge de polisacarids) durant 1
hora a temperatura ambient.

4) Es renta la membrana amb tampé TBS durant 30 minuts (3 canvis)
i es tenyeix amb Ponceau S durant 5 minuts (tincidé protéica).

5) Es renta la membrana amb H,0bd fins que el filtre queda blanc
i sols resten tenyides les aplicacions proteiques.
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6) Es fotografia abans que marxi la tincid i s'incuba durant 30
minuts a temperatura ambient en solucidé blocadora (apartat 17).

7) Es renta la membrana en TBS durant 30 minuts (3 canvis) i
s’'incuba amb l’anticds anti digoxigenina lligat a fosfatasa alcalina

(be anti digoxigenina, SaDIG) durant 1 hora a temperatura ambient.

8) Es renta la membrana amb TBS durant 30 minuts (3 canvis) i es
revela amb solucid reveladora (apartat 17).

9) Es renta la membrana amb H,0bd i es deixa assecar.

? "

L
1 2 3 4 5 6 7
Aplicacié | Oxidacid | Marcatge Tinciod Destinciéd Immuno Revelat
de 1la amb DIG amb deteccid
mostra Ponceau S DIG
- membrana de nitrocel.lulosa anticds anti DIG 1lligat
a fosfatasa alcalina
T mostra {glicoproteina)

m precipitat reaccidé de

fosfatasa alcalina
mostra oxidada

I _y tincié amb Ponceau 8
? DIG

Fig. 17: Esquema de la deteccidé de glicoproteines sobre filtres ("Dot blot")
segons el protocol del sistema Glican Detection Kit (Boehringer Manheim).

15.3 - Analisi de C i N i confeccid d’aminogrames

L'analisi de C i N s'ha fet amb un analitzador Eager 200 (per
comprovar la preséncia d’aminoacids abans de confeccionar els
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aminogrames) sobre mostres procedents d‘una columna d’immunoafinitat
i una separacid per HPLC (apartats 15.1).

Un cop comprovada la presencia de N, els aminogrames s’han
confeccionat amb proteines purificades de la mateixa manera mitjancant
un analitzador d’aminocacis Alpha Plus (Pharmacia). S’'hidrolitza la
mostra amb HC1l 6N amb un 1% de fenol al buit (condicions antioxidants),
durant 24 hores a 105 °C (Allen, 1989). L‘analisi d’aminoacids es
realitza seguint els principis del métode desenvolupat per Moore i
Stein (Spackman, 1958), en el qual els aminoacids de la mostra soén
separats en una cromatografia de bescanvi idénic amb una reina de
bescanvi catidnic sulfonada. Els diferents aminoacids s'elueixen per
increment de pH del tampd i per increment de la forca idnica amb sals
de 1liti, i es detecten per reaccid colorimétrica amb ninidrina (per a
una revisid general veure Allen, 1989)

15.4 - Deglicosilacid d’antigens

Antigens totals de planaria s’'han tractat amb glicosidases per
veure si en determinats antigens glicoprotéics l'epitop reconegut per
l’anticds monoclonal que han generat resideix en la fraccid glucidica
o en la protéica. Un cop incubats amb 1l’enzim corresponent, s’han fixat
en membranes de nitrocel.lulosa per ser detectats amb els anticossos
corresponents (Immunodot, apartat 14.5), comprovant si s’ha perdut la
immunoractivitat.

Les glicosidases emprades han estat 1'endoglicosidasa F,
l’endoglicosidasa H i la sialidasa (totes de Boehringer Manheim). En
tots els casos, antigens totals de planaria obtinguts segons els
protocols standard (apartats 7.2.1 i 7.2.7) s’incuben amb tots tres
enzims, per separat i en els seus tampons respectius, durant 12 hores
a 37°C (Kobata i col., 1979; Trimble i col., 1984; Steube i col., 1985;
Tarentino i col., 1985), excluint dels tampons el fR-mercaptoetanol ja
que en els antigens utilitzats aquest producte impossibilita el
reconeixement antigen-anticos.
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15.5 - Digestidé d’antigens amb proteases

Antigens totals de planaria obtinguts pels procediments standard
(apartats 7.2.1 i 7.2.7) s'han tractat amb proteases per veure si en
determinats antigens glicoproteics l’epitop reconegut per 1l’anticods
monoclonal que han generat resideix en la fraccid proteica o en la
glucidica. Un cop incubats amb l‘enzim corresponent, s‘han fixat en
membranes de nitrocel.lulosa per ser detectats amb els anticossos
monoclonals corresponents (Immunodot, apartat 14.5), comprovant si s‘ha
perdut la immunoreactivitat.

Les proteases emprades sén la pronasa E (2Zmgr/ml) i la proteinasa
K (100 pgr/ml) (totes dues de Boehringer Manheim), utilitzant com a
tampdé un tampd per enzims de restriccidé (M, de la mateixa casa
comercial). Les mostres tractades amb pronasa E es mantenen durant 12
hores a 37°C en preséncia d'agquest enzim, i 1les tractades amb
proteinasa K es mantenen tanmateix a 56°C durant el mateix temps. Abans
de fer l'aplicacidé sobre el filtre se les sotmet a un xoc térmic
(100°C) per inactivar les proteases i evitar aixi la degradacid dels
anticossos durant les incubacions de 1’Immunodot.

15.6 - Digestidé d’antigens amb DNAasa

Antigens totals de planaria obtinguts per procediments standard
(apartats 7.2.1 i 7.2.7) s’han incubat amb DNAasa en tampd d'enzims de
restriccidé (M) seguint els procediments descrits en Sanbook i col.
(1989) per veure si determinats anticossos monoclonals tenen com a
epitop molécules de DNA. Acabada 1la incubacié, s’apliquen sobre
membranes de nitrocel.lulosa i es detecten amb els anticossos
monoclonals corresponents (Immunodot, apartat 14.5), per comprovar si
s’'ha perdut la immunoreactivitat.
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16 - NOMENCLATURA RELATIVA A FUSIONS,
ANTICOSSOS I ANTIGENS

La nomenclatura emprada relativa a fusions, anticossos
monoclonals i antigens en agquesta Tesi és la segiient:

A) Les fusions cel.lulars s’han numerat per 1l'ordre en que s'han
anat fent. Aixi, per exemple, la fusid 38°™ és la Fusid 38 o F-38.

B) Els anticossos monoclonals obtinguts s’han anomenat segons un
codi de 4 lletres i 1 o 2 nombres:

Bl) La primera lletra fa referéncia a 1l’especie de
planaria amb que s’ha obtingut l‘anticos.

B2) Les altres tres lletres fan referéncia al tipus
cel.lular, estructura, teixit o organ gue reconeix l’'anticods.

B3) El primer nombre fa referéncia a la fusid a la qual va
aparéixer l'anticos.

B4) El segon nombre uUnicament s’utilitza si en la mateixa
fusidé s’han obtingut diferents anticossos contra el mateix tipus
cel.lular, teixit, organ o estructura, per tal de distingir-los.

Aixi, per exemple, l1l’anticos monoclonal TGOB-13.1 ha estat
obtingut en 1’espécie D.tigrina, reconeix especificament ceél.lules
"goblet", va aparéixer a la Fusié 13 (o F-13) i dins d’aquesta fusié
és en nombre 1 dels que van ser detectats.

C) Els antigens que sén reconeguts pels anticossos monoclonals
s’anomenen amb el mateix nom que l‘anticos pero afegint Ag (Antigen)
al darrera. Aixi, per exemple, 1l’antigen reconegut per 1‘anticos
monoclonal TCEN-49 és el TCEN-49Ag.
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17 - TAMPONS I SOLUCIONS DIVERSES

17.1 - Tampons generals

Material i Métodes

PBS 100 mM pH 7.5

NaCl....... 136.00 mM
KCl..uouueueenn 2.68 mM
HHPO, w0 sae 1.47 mM
Na,HPO,. . ... 81.00 mM

A NaMPO2HO 0 cos o5 v 0.5 M
b) NaH,PO,.H,0.......... 0.5 M
afegir B) a A) fins a pH 7.7 (10% aprox.)

INHIBIDORS DE PROTEASES

EDTA. . ittt venenn 2 mM

MO0 w0 5 aen 5.0 3 1 mM

Leupeptina....... 0.5 pgr/ml

PMEF . s useis soves 150 pgr/ml

MTP

Llet desnatada en pols (Molico, Nestlé)...... 0.5%
TWEEBNI =20 a5 4 wew wns sues sae s sies sune woame ¥ weo e 0.05%

en PBS 100 mM

TAMPO 0.1 M GLICINA-HCl pH 2.8

HCl fins a pH 2.8
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_

17.2 - Tampons i solucions per immunchistoguimica i
immunocitoquimica

SOLUCIO MACERADORA SALINA

Acid acetic...... 1 part
Glicerol......... 1 part
PBS 100 mM...... 13 parts

NaH,PO,.H,0....... 2.56 mM

Malleos ssnsies aan 14.28 mM
RCLisuy sassnes ass 10.21 mM
NAHCOy v 50 570560 o 9.42 mM
BSA..uveveennannnnnn 1%

Paraformaldehid........ 3%
Glutaraldehid.......... 0.025%
en PBS (pH 7.0)

SOLUCIO FIXADORA BOUIN

Acid Picric 1%. . wieeeiveia 79%
Formaldehid 40%........... 26%
Acid acetic glacial........ 5%

ajustar el pH a 7.0

SOLUCIO DE GELATINA

Gelatina.......oueveu.. 2.5%
Llum cromica.......... 0.5%
en H,0d

SOLUCIO DE SUBSTRACTE PER HRP (IMMUNOTINCIONS)

3-3’Diamonobenzidina tetrahidrocloridre....... 0.3 mg/ml
Sulfat amdnic de niquel 1%........ o siene wuvis se 0%
HiOp 30%. 0 iniiiiinennnannnnnennsanns wie s 0.4 pl/ml

en PBS 100 mM
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TAMPO TIT

NACLl.aw veieman e 125 mM

KCl. con sonsams smes ...5 mM

BSAic oiai $67 8435 5uitem sum 0.1%

NalNyaiee ssiesioss s selv 2%

Trité X-100 0.3%
en tampé fosfat 100 mM

17.3 - Tampons i solucions d’electroforesi i ELISA

GEL ACRILAMIDA-BISACRILAMIDA (SDS-PAGE) SISTEMA MINI-PROTEAN II
(per 5 ml finals)

Concentrador Separador
4% 8% 10% 12% 15%

H,0 3.4 ml 2.3 2.0 1.7 1.2 ml
Aclilamida 29.2% +

Bisacrilamida 0.8% 0.83 ml 1.3 1.7 240 2.5 ml
Tris-HCl pH 6.8 1.0M 0.63 ml
Tris-HCl pH 8.8 1.5M 1.3 13 1.3 1.3 ml
SDS 10% 0.05 ml 0.05 0.05 0.05 0.05 ml
APS 10% 0.05 ml 0.05 0.05 0.05 0.05 ml
TEMED 0.005 ml 0.003 0.002 0.002 0.002ml

GEL ACRILAMIDA BISACRILAMIDA (SDS-PAGE) SISTEMA HOEFER I PROTEAN
II

Concentrador Espaiador Separador

H,0 4.20 ml 6.95 ml 3.40 ml
Acrilamida 48% +

Bisacrilamida 1.5% 0.50 ml 3.05 ml 5.00 ml
Trizma-base pH 8.45
3.0M SDS 0.3% 1.55 ml 5.00 ml 5.00 ml
Glicerol 1.60 ml
APS 10% 0.05 ml 0.05 ml 0.05 ml
TEMED S ul 5 pl 5 ul
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TAMPO DE CARREGA (x2)

Tris-HCl1 pH 6.8.....c00vuuns 1.0 ml
Glicerol; c.iui vai ¢ iais sas sk i 0.8 ml
SDS  10%: saiiening suieie se v eeis o 1.6 ml
Blau de bromofenol 2% 5 ul
HiO@ o aviva eiaveaiesn sravess s sswnsnd 8 ML
R-mercaptoetanol’........... 5% final

‘no en tots els casos

TAMPO D’ELECTROFORESI (MINI-PROTEAN II)

Gliecina.. . cuwe suie 192 mM
Trizma base......... 25 mM
SD8 i ave e wrains wwene o 4w 0.1%

TAMPO D’ELECTROFORESI - CATODE (HOEFER I PROTEAN IT)

Trizma bas€......... 100mM
Tricinad....eeeeeen.. 100mM
SU8: saan s S5 oaE sais 0.1%

ajustar a pH 8.2

TAMPO D‘ELECTROFORESI - ANODE (HOEFER I PROTEAN II)

Trizma base.......... 200mM
ajustar a pH 8.9

SOLUCIO FIXADORA PER TINCIONS DE PROTEINA TOTAL (PLATA)

Metanol......ooeeeweeenn 50%
Acid acétiC...vveununn. 12%
Formaldehid 37%......... 0.5%

SOLUCIO DE PLATA

Nitrat de plata......... 2 mgr/ml
Formaldehid 37%..... +e+.0.075%

SOLUCIO D’ATURADA (PLATA)
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SOLUCIO REVELADORA PER TINCIONS DE PROTEINA TOTAL (PLATA)

NaCOseveoweeenaaans «...60 mgr/ml
Formaldehid 37%.......... 0.05%
Na,S,0,.5H,0. ... oo vnan ..0.004 mgr/ml

Metanol......cououen.. 25%
Acid acetic......... 20%
CBB R-250......0040... 0.1%

SOLUCIO DESTENYIDORA PER GELS TENYITS AMB COOMASIE BRILLIANT BLUE
R-250 '

TAMPO DE TRANSFERENCIA DESNATURALITZANT

Trizma base....... 25 mM
Glicina.......... 150 mM
SDS...... b B R STE 8 0.01%
Metanol........... 20%

Diaminobenzidina tetrahidroclorhide (DAB)....... 0.5 mgr/ml
COELyine svereivinens sietin G0amsre sie® e sie s Saess e sHecaie B e o 0.1 %
Ho @  B0E e swuess oosemsrave s wmras seres sies Goae i s e saie 0.1 pl/ml

en PBS 100 mM

SOLUCIO DE SUBSTRACTE PER HRP (ELISA)

Orthophenildiamina (OPD)......... 2 mg/ml
Bl B0%. von vwims meioisios 560 5555 55 0.1 pl/ml

en tampé citrat pH 5.5

TAMPO DE TRANSFERENCIA RENATURALITZANT

MaHCOye s cois sui s 10 mM

N C0sw s waisin sivieis 3 mM
ajustar el pH a 9.9

MEtanol .o evesen 20%
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TAMPO DE RENATURALITZACIO

Tris-HC1l 50....... 50 mM
ajustar el pH a 7.4
Glicerol.......... 20%

17.4 - Tampons i solucions d’cobtencidé d’immundgens

CMF (pH 7.2)

NaH, PO,.H,0...... 2.56 mM

NACT warerw minme wimimra o 14.28 mM
KCl.uveeeounuuonnn. 10.21 mM
MACOss s 5% st 3 9.42 mM
BERG s sovsins ssias wae 1%

Acid Aceétic....... 1 part
Glicerol. ... s ia 1 part
HoDd s emimis siass sisisie 13 parts

TITX - TAMPO DE SOLUBILITZACIO

Tris-HC1 pH 8......0.... 50 mM
EDTR: usie aidn snin s e s 5 mM
NaCk: vung e vamu 4 «..150 mM
Azida sddica.......ecuuu.n 0.02%
Tritd X-100.:.c0 sivis sawn s 0.05%
DT i scivene wams o sireve agee e 100 mM

TAMPO BORAT pH 11

Acid bOdric......cuuee... 200mM
NaOH INGai s ek 6555 e 10%
ajustar el pH a 11
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17.5 - Tampons i solucions de deteccid de glicoconijugats

TBS pH 7.5
Tris-HCl.......... 50 mM
NaCl.si vans caeiaa 150 mM

ajustar el pH

TAMPO ACETAT SODIC pH 5.5

Acetat sOdiC........ 100 mM
ajustar el pH

PBS pH 6.5
Fosfat sodic......... 50 mM
NaClveis sans vass ssieas 150 mM

ajustar el pH

SOLUCIO REVELADORA PER FOSFATASA ALCALINA

NBT (4-nitroblue tetrazolium chloride)........ 0.385 mgr/ml
b o 1= - | oA 0.1875 mgr/ml
en tampé Tris-HCl pH 9.5

TAMPO TRIS-HCl pH 9.5

PriS-HCl. e vueeununns 100 mM
Mo sons Send e 2 50 mM
NEOT oo o w6 sos seies 86 100 mM

ajustar el pH
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17.6 - Tampons de deglicosilacid

TAMPO PER ENDOGLICOSIDASA H

EDTA: cinosinn ssioasins siaie 10-50 mM
Tritd X-100; sivn e v 0.5-2%
SBSus semamas snsiere e ee..0.2%
f-mercaptoetanol......l%

en tampd acetat soddic pH 4.5-6 100 mM

TAMPO PER ENDOGLICOSIDASA F

PMSF: vsis s 08 smis saiss woies 150 pgr/ml
MBS e sielEie sate Wieneie sieteie §ie 0.02%
Rmercaptoetanol.......... 1%

en tampé acetat sodic pH 4.5-6 100 mM

TAMPO PER SIALIDASA

en tampé acetat sddic pH 4.5-6 100 mN
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18 - FUSIONS REALITZADES

Per tal d’aconseguir una bateria d’anticossos monoclonals (MAbs)
que permetessin realitzar els proposits especificats a la Introduccié
i, més concretament, als Objectius, s'han realitzat 58 fusions qgue han
generat 277 hibridomes productors d’anticossos especifics de teixits,
tipus 1 subtipus cel.lulars, regions i estructures en la planaria
Dugesia(G)tigrina. No tots ells han estat clonats fins a la
monoclonalitat (apartat 9.7), ja que aixd hagués suposat una despesa
de temps 1 diners insostenible en aquells moments. La majoria dels
hibridomes productors d’anticossos especifics han estat congelats
postfusidé un cop realitzat el crivellatge especific (apartat 11),
prévia amplificacidé en placa de 12 pous. En aquells casos en que s’'ha
considerat l’anticds produit per un determinat hibridoma especialment
interessant degut al tipus d’especificitat i/o els treballs a realitzar
en un moment donat, aquest ha estat clonat segons els procediments
descrits a Material i Métodes fins assolir la monoclonalitat (apartat
9.7). D’aquests anticossos se’n parlara als apartats 19, 20 i 21. Tots
els hibridomes productors d’anticossos especifics que no han estat
clonats, resten congelats en nitrogen liquid constituint una "MAbsteca"
(col.leccié d'hibridomes productors d’anticossos especifics) a 1’espera
de ser clonats, de manera que puguin ser utilitzats quan les exigéncies
de recerca per part del Grup ho requereixin. De tots ells es parlara
en aquest mateix apartat i a l'apartat 19.

18.1 - Caracteristiques, resultats i rendiments de les
fusions

Les caracteristiques de cada fusid, entenent com a tals tots
aquells parametres variables que intervenen, aixi com els rendiments
i resultats obtinguts estan especificats a la figura 18. Aquests
parametres variables son:

- el tipus d4d’'immunogen emprat
- el protocol d'immunitzacid
- la soca mielomica emprada

- els métodes de crivellatge
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Tots ells estan comentats dins aguest apartat. Els rendiments
considerats a la figura 18 fan referéncia al nombre de pous amb clons
respecte al nombre total de pous (%) (utilitzant en totes les fusions
plagues de 96 pous), i1 al nombre de clons productors d’anticossos
especifics respecte els clons totals (%). Els resultats estan indicats
fent referéncia Unicament a l’especificitat dels anticossos produits
pels hibridomes generats. La llista exhaustiva d’'hibridomes productors
i la seva especificitat es pot veure a la figura 26 de l‘aparatat 19.
S’'ha deixat l‘espal corresponent en blanc en agquelles fusions on no ha
hagut resultats o altres caracteristiques a esmentar.
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TAULA DE LES CARACTERISTIQUES, RENDIMENTS I RESULTATS DE LES FUSIONS
REALITZADES

Figura 18

ABREVIACIONS fig. 18 (s’han utilitzat algunes abreviacions de
Bagufia i Romero, 1981, i Romero, 1987)

ACF - Adjuvant Complert de Freund

AIF - Adjuvant Incomplert de Freund

lent - 20 dies entre recordatoris

rapid - 10 dies entre recordatoris

96p - 96 pous

banda 1, 2 i 3 - banda de SDS-PAGE (veure apartat 18.2.1)
nerv - cel.lules nervioses

mus - ceél.lules musculars

nb - neoblasts

reg - regenerants
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Resultats -

FUSIO IMMUNOGEN IMMUNITZACIO PARENTAL % CLONS
1 Neoblast ACF,AIF (x2), NP3 20
enriquit PBS (x3)
lent
2 Blastemes de 1, ACF,AIF(x2), NP3 0
2 i 3 dies PBS (x3)
lent
3 Homogenat total ACF,AIF(x2), NP3 10
PBS (x3)
lent
4 Blastemes de 1, ACF,AIF(x2),
2 1 3 dies PBS (x3)
lent
5 Homogenat total ACF,AIF (x2), NS1 80
PBS (x3)
rapid
6 Blastemes de 1, ACF,AIF(x2), NS1 85
2 i 3 dies PBS (x3)
rapid
7 Neoblast ACF,AIF (x2), NS1 60
enriquit PBS (x3)
rapid
8 Macerats PBS (x6) NS1 0
lent
9 Homogenat caps PBS (x6) NS1 100
fixats lent
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Resultats

CRIVELLATGE % RESULTATS ALTRES
PRODUCTORS

ELISA 2

ELISA 0

Macerats de

blastemes

ELISA 0

Macerats

Anulada

ELISA 0

Dissociats

ELISA 0.7

Macerats i

Seccions de

blastemes

ELISA 5.5 Flamigeres, aci-

Dissociats dofiles, cianodofi-

Seccions les, musculars,
general excepte
gastrodermis,
lamina basal

ELISA 1.25 Cianofiles,

Seccions flamigeres
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FUSIO IMMUNOGEN IMMUNITZACIO PARENTAL % CLONS
10 Homogenat PBS (x6) NS1 10
caps lent
11 Macerats PBS (x7) NS1 22
lent
12 Macerats PBS (x8) NS1 0
lent
13 Macerats PBS (x9) NS1 99
lent
14 Macerats In vitro NS1 10
15 Membrana ACF, PBS(x5) NS1 100
neoblasts lent
enriquit
16 Nuclis ACF, PBS(x5) NS1 17
neoblast lent
enriquit
17 Neoblast ACF, PBS(x5) NS1 30
enriquit lent
18 Membrana ACF,AIF (x3), NS1 15
neoblast PBS (x3)
enriquit lent
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CRIVELLATGE % RESULTATS ALTRES
PRODUCTORS
ELISA 0
Seccions
ELISA 0
Seccions
ELISA 9 Musculars, epi-
Seccions dermiques,ciand-
files, goblet,
flamigeres, pa-
renquimatiques,
gastrodérmiques,
lamina basal
ELISA 1 Secretores Una placa 96p
Seccions postfusié
ELISA 4.1 Epidérmiques, go-
Seccions blet, cianodfiles,
acidofiles, gas-
trodérmiques,
lamina basal
ELISA 1.2 Cianofiles
Seccions
ELISA 9 Gastrodérmiques,
Seccions ciandfiles, epi-
dermiques
ELISA 1.4 Goblet
Seccions
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FUSIO IMMUNOGEN IMMUNITZACIO PARENTAL % CLONS
19 Nuclis ACF, AIF(x3) NS1 0
neoblast PBS (x3)
enriquit lent
20 Macerat de caps ACF,AIF (x4) NS1 90
PBS (x2)
lent
21 Dissociats
22 Homogenat total ACF,AIF (x2) NS1 64
absorbit PBS (x3)
lent
23 Homogenat total ACF,AIF (x2) NS1 50
absorbit PBS (x3)
lent
24 Neoblast ACF ,ATF (x2) NS1 65
enriquit PBS (x3)
absorbit lent
25 Neoblast ACF,AIF (x2) NS1 52
enriquit PBS (x3)
absorbit lent
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CRIVELLATGE % RESULTATS ALTRES
PRODUCTORS
ELISA 0
Seccions
Mort ratoli

ELISA 4.5 Acidodfiles, cia-

Seccions ndfiles, goblet,
gastrodérmiques,
parenquimatiques,
general excepte
gastrodermis

ELISA 2.9 Goblet, ciandofi-

Seccions les, epidérmi-
ques, parenguima-
tiques, lamina
basal

ELISA 4.5 Acidofiles, se-

Seccions cretores, goblet,
ciandfiles, gene-
ral excepte gas-
trodermis

ELISA 4.8 Goblet, secreto-

Seccions res, ciandfiles,

general excepte

gastrodermis

121



Resultats

FUSIO IMMUNOGEN IMMUNITZACIO PARENTAL % CLONS

26 Neoblast ACF,AIF (x2) NS1 78
enriquit PBS (x3)
absorbit lent

27 Banda 1 SDS- Acrilamida NS1 100
PAGE nb (x6) lent

28 Banda 2 SDS- Acrilamida NS1 75
PAGE nb (x6) lent

29 NS1 100

30 NS1 100

31 Banda 3 SDS- Acrilamida NS1 80
PAGE nb (x6) lent

32 Banda 1 SDS- Acrilamida NS1 60
PAGE nerv (x6) lent

33 Banda 2 SDS- Acrilamida NS1 85
PAGE nerv (x6) lent

34 Banda 2 SDS- Acrilamida NS1 90
PAGE nerv (x6) lent

35 Banda 1 SDS- Acrilamida NS1 82
PAGE nerv (x6) lent

36 Banda 1 SDS- Acrilamida NS1 93
PAGE nerv (x6) lent
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CRIVELLATGE % RESULTATS ALTRES
PRODUCTORS
ELISA 2.9 Ciandfiles, gas-
Seccions trodérmiques, se-
cretores, general
excepte gastroder.
ELISA 2.5 Muscular, epider-
Seccions miques, acidofi-
les, cianodfiles,
lamina basal
ELISA 1.6 Ciandfiles
Seccions
ELISA 0.2 DNA Ratoli no
Seccions immunitzat
ELISA 1.25 Musculars, epi- Ratoli no
Seccions dérmiques immunitzat
ELISA 0
Seccions
ELISA 0
Seccions
ELISA 3.2 Musculars, ciand-
Seccions files, nuclis,
lamina basal
ELISA 0.5 Nerviéds, ciandfi-
Seccions les
ELISA 0.5 Nervids, muscu-
Seccions lars
ELISA 0.7 Musculars, ciand-
Seccions files
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FUSIO IMMUNOGEN IMMUNITZACIO PARENTAL % CLONS
37 Banda 2 SDS- Acrilamida NS1 85
PAGE nerv (x6) lent
38 Macerats PBS (x6) NS1 50
rapid
NP3 38
39 Homogenat de ACF,AIF (x2) NS1 30
faringe PBS (x3)
lent
40 Macerats PBS (x6) NS1 90
~lent
NP3 85
41 Homogenat de ACF,AIF (x2) NS1 60
faringe PBS (x3)
lent
42 Macerats PBS (x6) NS1 100
lent
43 Macerats PBS (x6) NS1 100
lent
44 Neoblast ACF,AIF (x2) NS1 95
enriquit PBS (x3)
absorbit lent
45 Neoblast ACF,AIF (x2) NS1 87
enriquit PBS (x3)
absorbit hapte lent
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CRIVELLATGE

%
PRODUCTORS

RESULTATS

ALTRES

ELISA

Seccions

0

ELISA
Seccions

Macerats

1/2

melsa

1/2

melsa

ELISA
Seccions

Macerats

ELISA
Seccions

Macerats

1/2

melsa

1/2

melsa

ELISA
Seccions

Macerats

Epidérmiques

ELISA
Seccions

Macerats

1.25

Musculars, acidd-
files, gastrodér-

miques, nervioses

ELISA
Seccions

Macerats

0.8

Aciddfiles, se-
cretores, ciand-

files, nuclis

ELISA
Seccions

Macerats

ELISA
Seccions

Macerats

0.5

Epidérmiques,

cianofiles
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FUSIO IMMUNOGEN IMMUNITZACIO PARENTAL % CLONS

46 Macerats PBS (x6) NS1 89
filtrats (nb, lent
musc, nerv)

47 Macerats PBS (x6) NS1 97
filtrats (nb, lent
musc i nerv)

48 Neoblasts ACF,AIF (x2) NS1 99
enriquits PBS (x3)
absorbits lent

49 Neoblasts ACF,ATIF (x2) NS1 98
enriquits PBS (x3)
absorbits lent

50 Neoblast ACF,AIF (x2) NS1 100
enriquit PBS (x3)
absorbit hapteé lent

51 Neoblast ACF,ATIF (x2) NS1 97
enriquit PBS (x3)
absorbit hapte lent

52 Homogenat ACF,ATIF (x2) NS1
D. mediterra- PBS (x3)
nea lent

53 Blastema ACF,AIF (x2) NS1 94
cefalic 1/2 h PBS (x3)
absorbit lent

54 Blastema ACF,AIF (x2) NS1 71
caudal 1/2 h PBS (x3)
absorbit lent
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CRIVELLATGE % RESULTATS ALTRES
PRODUCTORS
ELISA 1.2 Musculars, epidér
Seccions miques, ciandfiles,
Macerats nervioses
ELISA 0.4 Musculars, epider
Seccions miques
Macerats
ELISA 1 Musculars, epidér
Seccions migques, ciandfiles
Macerats
ELISA 0.4 Regié central,
Seccions gastrodérmiques,
Macerats epideérmiques
ELISA 0
Seccions
Macerats
ELISA 0
Seccions
Macerats
Contaminacié
ELISA 2 Gastrodérmiques,
Seccions regq. epidérmiques,
Macerats reg. nuclis
ELISA 0

Seccions reg.

Macerats reg.
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FUSIO IMMUNOGEN IMMUNITZACIO PARENTAL % CLONS

55 Blastema ACF,AIF (x2) NS1 100
cefalic 1 h PBS (x3)
absorbit lent

56 Blastema ACF,AIF (x2) NS1 100
caudal 1 h PBS (x3)
absorvit lent

57 Blastema ACF,AIF (x2) NS1 99
cefalic 3 h PBS (x3)
absorbit lent

58 Blastema ACF,AIF (x2) NS1 98
caudal 3 h PBS (x3)
absorbit lent

Fig. 18: caracteristiques, rendiments i resultats de les fusions realitzades
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_Resultats

CRIVELLATGE % RESULTATS ALTRES
PRODUCTORS
ELISA 0.6 Musculars,
Seccions reqg. ciandfiles
Macerats reg.
ELISA 0.8 Ciandfiles, general
Seccions reg. excepte gastroder-
Macerats reg. mis, lamina
basal
ELISA 0.8 Muscular,
Seccions reg. ciandfiles
Macerats req. il
ELISA 0.6 Epidérmiques,
Seccions reg. ciandfiles
Macerats reg.
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18.2 - Resultats i rendiments de les fusions en funcid dels
parametres variables

18.2.1 - Immunogens

Els immundogens utilitzats per activar la proliferacid de
limfocits B s’han obtingut seguint els procediments descrits a
1’apartat 7 de Material i Métodes, havent-se injectat sempre en les
quantitats 1 pureses especificades. En relacionar els immundgens
emprats amb els resultats obtinguts en cada fusid, tenint en compte que
en les Ultimes fusions s’'han seguit criteris més restrictius que en les
primeres a 1'hora de clonar i/o congelar hibridomes productors (apartat
18.1), es poden observar correspondéncies entre ambdés parametres.

Les consideracions que cal fer al respecte sén les seglents:

1) Immunitzacié amb antigens absorbits sobre anticossos 3ja
generats

En les fusions F-22 i 23, en les que s’absorbeixen antigens
provinents d’'homogenats totals de planaria, i en les fusions F-24, 25,
26, 44, 45, 48, 49, 50 i 51, en les que s’'absorbeixen antigens
provinents d’'homogenats de neoblasts enriquits (apartats 7.2.1, 7.2.2,
7.2.5, 7.2.8), la finalitat és eliminar o reduir al maxim aquells
antigens que tenen un alt poder immunogénic i que generen anticossos
que van apareixent succesivament en les fusions realitzades. Aquesta
absorcié s’'ha fet sobre una barreja de 15 MAbs que presenten patrons
de marcatge en cél.lules secretores, majoritariament de tipus cianofil,
i que anaven apareixent de forma sistematica en gran nombre de fusions.
Aixo ens va fer pensar que els antigens que els generaven podrien estar
desviant la resposta immune cap a ells, "emmascarant" altres antigens
potencialment interessants. La majoria d’'aguests antigens poden tenir
un caracter glucidic o glucoderivat, ja que és aquest el tipus de
secrecid que presenten agquestes cél.lules (mucus lliscant i adherent,
Bagufia, 1973).

Per comprovar aquest extrem, antigens totals (homogenat total)
de planaria van ser tractats amb pronasa E i proteinasa K, fixats sobre
una membrana de nitrocel.lulosa i immunodetectats amb tots 15 MAbs
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(fig. 19). Amb aguest immuno-dot, s’'espera que si l’epitop resideix en
una fraccid proteica, l’antigen no sera detectat després del tractament
amb aquets enzims proteolitics. Tal i com es despren del resultat
obtingut, en la majoria dels antigens 1l'epitop reconegut pel MAb sembla
residir en una fraccid no proteica.
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Fig. 19: Immunodot dels 15 MAbs utilitzats en les absorcions antigéniques. +,
fixacié al filtre d‘’homogenat total de planaria incubat amb tampé df‘actuacid de
proteases; Pasa E, homogenat total de planaria incubat amb pronasa E; Pasa K, homogenat

total de planaria incubat amb proteinasa K; 1-15, diferents MAbs utilitzats.

Al mateix temps, s‘observa una forta disminucidé en la llapissada
de fons quan es fa cérrer antigen absorbit (tant si prové d’homogenats
totals de planaria com de neoblasts enriquits) en un gel
d’'electroforesi SDS-PAGE tenyit amb Coomassie Brilliant Blue R-250
(fig. 20) (prenent com a control antigen no absorbit). Les bandes que
es veuen nitides no pateixen, en canvi, cap disminucié significativa.
Aixo pot indicar que la llapissada esta formada per glicids o els seus
derivats (p.e., com descriu Trimble i Maley, 1984, pel cas concret de
l'invertasa; per revisions generals, veure Beeley, 1985; i1 Chaplin i
Kennedy, 1986), molécules que de fet no avancen correctament en una
electroforesi (Beeley, 1985). Algunes d’aquestes molécules podrien
formar part o ser precursores del moc que presenten en gran quantitat
aquests organismes, o que si més no formen part de les secrecions més
abundants dels tipus cel.lulars secretors. A més a més, indica que sén
molécules amb un alt poder immunogénic, en concordanga amb els
resultats obtinguts durant la produccié d’anticossos monoclonals en
l'espécie Dugesia japonica per K. Agata (1992, comunicacié personal).
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Fig. 20 Fig. 21

Fig. 20: SDS-PAGE (12.5 % acrilamida-bisacrilamida) d’homogenat absorbit amb
la combinacié de 15 MAbs especifics de cél.lules secretores. Nb +, antigens de neoblasts
enrigquits per filtracid pre-absorcid; Nb A, antigens de necoblasts enrigquits per
filtracidé post-absorcid; T +, antigens totals de planaria pre-absorcid; T A, antigens

totals de planaria post-absorciéd.

Fig.21l: sSDS-PAGE (12.5 % acrilamida-bisacrilamida) d‘homogenat de blastemes de
regeneracidé absorbits amb anticossos policlonals obtinguts per immunitzacié amb
organismes adults intactes. Bl +, antigens de blastemes de regeneracid pre-absorcié; Bl

A, antigens de blastemes de regeneracid post-absorcid.

En les fusions de F-53 a F-58, ambdues incloses, s'absorbeixen
antigens provinents de blastemes de diferents estadis de regeneracié
amb la finalitat d’eliminar o reduir al maxim aquells antigens que no
siguin exclusius dels respectius estadis de regeneracid. Aquesta
absorcié s’'ha fet sobre anticossos policlonals obtinguts immunitzant
ratolins amb planaries intactes segons els procediments descrits. En
testar l’absorcidé fent cdérrer en un gel d’'electroforesi (SDS-PAGE)
antigens absorbits i no absorbits i tenyir-lo amb Coomassie Brilliant
Blue, s'observa la quasi total desaparicié de tincié en els que han
estat absorbits (fig. 21).
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Quan es quantifica la proteina absorbida mitjancant reactiu de
Bradford, aquesta suposa d‘un 20% a un 40% del total.

Efectivament, en les fusions en les qué s'han absorbit els
antigens amb la barreja dels 15 MAbs, s‘observa una disminucié
important en el nombre d’anticossos especifics de cél.lules de tipus
secretor (fig. 18 i fig. 26). En les fusions on no s’'ha absorbit
1‘/immunogen a injectar, un 60 % dels hibridomes generats sén especifics
de cél.lules secretores, 1 en les que s'han absorbit, agquesta
especificitat es presenta en un 45 % dels hibridomes.

Les fusions en que la font d’/immundgens sén poblacions enrigquides
de neoblasts s’han fet per obtenir anticossos especifics de cél.lula
soca. En elles no s’'ha obtingut cap hibridoma productor d‘anticossos
especifics de neoblast. El mateix ha succeit amb les que la font
drantigen sén blastemes de regeneracid, en les qué no s’ha obtingut cap
anticos especific d’aquests estadis.

2) Immunitzacié amb fraccions proteiques diferencials de
neoblasts i ceél.lules nervioses

L'obtencié de fraccions protéiques diferencials especifigues o
majoritaries de neoblasts 1 ceél.lules mnervioses (Collet, 1990)
obtingudes mitjangant gels d’electroforesi SDS-PAGE, s'ha fet amb la
finalitat d’obtenir anticossos especifics d‘aquests dos tipus
cel.lulars, ja que en les fusions realitzades amb anterioritat s’havien
obtingut anticossos especifics de practicament tots els tipus
cel.lulars menys aquests dos. Aquestes fraccions s’han obtingut segons
els procediments descrits a l’apartat 7.2.7.

En comparar el patré de bandes obtingut entre homogenat d‘una
poblacié enriquida de neoblasts i homogenat total (fig. 22), s’observen
3 bandes diferencials, no exclusives perd si majoritaries, amb un pes
molecular aparent de 25 kDa (fraccié 1), 40 kDa (fraccié 2) i 60 kDa
(fraccié 3). En les fusions realitzades amb aquests immunogens
(fraccions o bandes 1, 2 i 3 de neoblast) s’han obtingut anticossos
especifics de tipus i subtipus cel.lulars que deuen tenir l’antigen
reconegut dins aquestes fraccions. Malauradament, en cap d’'aquestes
fusions no s’ha obtingut tampoc cap anticds especific de ceél.lula soca.
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Nb - Nerv Nerv -

70 kDa
60 kDa—p

40 kDa—» 40 kDa —»

25 kDa—»

Fig. 22: PBandes proteiques diferencials d‘homogenat de ganglis cefalics i de
neoblasts en SDS-PAGE (12 % acrilamida-bisacrilamida). Nerv, homogenat de ganglis
cefalics (teixit nervids); Nerv -, homogenat de cues de planaria (amb un percentatge
molt baix de teixit nervids); Nb, homogenat de neoblasts enrigquits per filtracid; Nb -,

homogenat de cél.lules diferenciades.

En comparar el patrd de bandes obtingut entre homogenat de
ganglis cefalics (ceél.lula nerviosa) i homogenat de cues (pel seu baix
nombre de ceél.lules nervioses, Bagufia, 1973; Bagufia i Romero, 1981;
Romero, 1987; Romero i Bagufia, 1991), s’observen 2 bandes diferencials,
no exclusives pero si majoritaries, amb un pes molecular aparent de 40
kDa (fraccidé 1) 1 70 kDa (fraccid 2). En les fusions realitzades amb
aquests immunogens (fraccid o banda 1 i 2 de nervids) s’'han obtingut
dos dels cinc anticossos especifics d'aquest tipus cel.lular (fig. 26),
un amb cada una d’agquestes fraccions. A més a més, en dos de les
fusions provinents de la immunitzacié amb la fraccidé 1 s‘han obtingut
anticossos especifics de cél.lules musculars. L'antigen de ceél.lula

muscular reconegut per aquests anticossos deu estar també dins aquesta
fraccio.

3) Immunitzacidé amb membranes cel.lulars

En aquelles fusions en qué s'ha immunitzat el ratoli amb
membranes cel.lulars (F-15 i F-18), l'especificitat dels anticossos
generats s'esbiaixa cap a aquesta estructura. El 66% d’ells reconeix
antigens de membrana, mentres que el 34% restant mostra especificitat
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per vesicules secretores de diversos tipus cel.lulars secretors. Aquest
34% d’'anticossos sén fruit de la preséncia de vesicules contaminants
en la mostra i de l‘alt poder immunogénic d’aquestes. En les fusions
en les que els limfocits B no s'havien activat solament amb membranes
aillades, el nombre d‘anticossos especifics d’antigens de membrana és
inferior al 10%.

4) Immunitzacié amb poblacions de neoblasts enriquits

En aqgquelles fusions en que s’'ha immunitzat els ratolins amb
poblacions cel.lulars enriquides en neoblasts (cel.lules senceres),
l’especificitat dels anticossos generats depén de si les cél.lules
s'han obtingut per dissociacidé (F-7) o per maceracid (F-46 i F-47).
Quan les cél.lules s’obtenen per dissociacid, la majoria dels
anticossos generats (81%) sdén especifics de cél.lules secretores,
gairebé el doble que en la poblacid general d’'anticossos (43%, fig.
26). Aguest alt percentatge és degut a que guan s’'obté una poblacid
enriquida en neoblasts per dissociacid, els principals contaminants sén
vesicules provinents de cel.lules trencades.

Aixd no es produeix quan s’obtenen per maceracid, ja que aguest
procés no tant sols disgrega les ceél.lules siné que simultaniament les
fixa, de manera que sén més resistents als tractaments i es trenguen
amb una freqiéncia menor. En aquests casos, perd, s’observen cel.lules
musculars i1 nervioses contaminants ja que algunes d‘elles passen a
través de les malles de 10 pm de diametre, amb les que s’‘enriqueix de
la poblacié de necoblasts (apartat 7.2.5), degut a la seva forma
allargada. Efectivament, l’especificitat dels anticossos obtinguts en
aquestes fusions mostra un clar biaix cap a aquests dos tipus
cel.lulars: el 40% dels anticossos generats sén especifics de cél.lules
musculars i el 20% especifics de nervioses. Aquests percentatges sén
molt més alts que els observats en la poblacidé general d’anticossos
(13% per cél.lules musculars i 1.4% per nervioses).

5) Immunitzacié amb fraccions particulades

En aquelles fusions en qué s’'han immunitzat els ratolins amb una
fraccié particulada (cél.lula sencera), s’'han generat un 10% més de
hibridomes productors per fusié (en mitjana) que en les que s'han
immunitzat amb una fraccié no particulada. Mentre en els primers la
mitjana d’hibridomes productors per fusidé és de 5, en els segons és de
4.5,
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6) No immunitzats

Les fusions fetes amb ratolins no immunitzats han generat
basicament anticossos especifics de cél.lules musculars (F-30) i de DNA
(F-29, ampliat a 1l’apartat 19.5.2). Les possibles implicacions de la
generacidé d’aquestes especificitats estan comentades a la Discussié.

18.2.2 - Immunitzacions

Préviament a 1’inici de l‘obtencidé d’hibridomes, es va optimitzar
el procediment d’'immunitzacié per tal de provocar la maxima resposta
immunitaria amb el minim esfor¢ metodoldgic i de manipulacidé. Amb
aquesta finalitat es varen provar tres rutes d’'immunitzacidé i tres
seqliéncies temporals diferents.

Les rutes d’'immunitzacid assajades van ser:

- subcutania
- intraperitoneal
- intravenosa

El titol d’anticds generat (mesurat mitjancant la técnica
d’ELISA) en immunitzar ratolins per aquestes tres vies, amb la mateixa
seqiiéncia temporal i amb homogenat total de planaria, esta representat
a la fig. 23.

Les immunitzacions subcutanies provoquen un titol d’anticos
clarament inferior a les fetes per les altres vies que, alhora, generen
un titol molt semblant entre elles. Aquest fet, junt amb que la via
intraperitoneal requereix molt menys esforg, ha fet que la majoria de
les immunitzacions s'hagin fet per agquesta via. S'ha utilitzat la via
intravenosa quan no s’'ha disposat de suficient antigen, donat que
aquesta via en requereix molt menys per produir el mateix efecte (titol
d’anticos, veure apartat 8.2).

Les seqiéncies temporals assajades afecten tant sols als primers
recordatoris, sense que s‘hagin modificat mai els tres recordatoris
anteriors a les fusions, que sempre s'han fet amb intérvals de 24-48
hores (apartat 8.3). Les seqiéncies temporals assajades han estat les
segients: 7 dies entre recordatoris, 10 dies entre recordatoris i 20
dies entre recordatoris. Els resultats obtinguts en mesurar el titol
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Fig. 23: Titol d’anticos generat en tres immunitzacions consecutives i per tres

vies diferents d’introduccidé de 1’immunogen. Vies d’/introduccié d’immunogen: subcutania,

intraperitoneal i intravenosa. Titol d’anticds mesurat mitjangant la técnica d4’ELISA.
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d’anticos generat (mitjangant la técnica d’ELISA) immunitzant ratolins
intraperitonealment amb homogenat total de planaria mostren que els
temps més idonis per provocar una maxima resposta immune sén 10 i 20
dies entre recordatoris (fig. 24). Per tant s‘han utilitzat aguestes
dues seqiiéncies temporals per immunitzar els ratolins (especificades
a la fig. 18 com a rapides o lentes depenent de si els intérvals eren
de 10 o 20 dies respectivament).

3,0 3era immunitzacid
2,51

2,0 1

1,0

0,5

0,0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14

Dilucié del séerum —T— 7 dies

—®— 10 dies

—&— 20 dies

Fig. 24: Titol d’anticods generat a la 3° immunitzacié amb tres segiiéncies
temporals diferents d’introduccidé de l1l/immunogen. Seqiiéncies temporals: 7, 10 i 20 dies
entre recordatoris. Via d’introduccidé del immunogen: intraperitoneal. Titol d’anticos

mesurat mitjangant la técnica 4/ELISA.

18.2.3 - Sogues mielomiques emprades

En les primeres fusions realitzades (de F-1 a F-3) es disposava
Unicament de la soca mieldmica NP3 (cedida pel Dr. Enjuanes i
utilitzada exitosament per Fibla (1991) per obtenir MAbs especifics de
Adh (alcohol deshidrogenasa) de diverses espécies de Drosophila). Degut
a una contaminacié de micoplasmes ocasionada per un seérum fetal bovi
(FCS) contaminat el qual va ser subministrat l’any 1989 i en lé& que es
van veure afectades totes les aliquotes de la soca, es va haver
d’obtenir un altre mieloma. El nou mieloma (cedit pel Dr. Vilella),
pertanyent a la soca NS1 (apartat 9.2), es va utilitzar de la fusid F-5
a la F-37, moment en que es va rebre un mieloma de la soca NP3 (cedit
novament pel Dr. Enjuanes). Per veure quina soca ens donava un millor
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rendiment, es va realitzar una provatura en dues fusions, en la qué la
mitat dels limfocits B es varen fusionar amb mieloma NS1 i l’‘altre
mitat amb NP3. En la primera d'aquestes fusions (F-38) es va obtenir
un rendiment del 50% de pous amb clons respecte pous totals amb la soca
NS1 i del 25% amb la NP3. Pensant que potser la soca NP3 no estava en
la fase de creixement optim (exponencial), es va realitzar una segona
provatura (F-40) en la que es va obtenir un rendiment del 90% de pous
amb clons respecte pous totals amb la soca NS1 i del 85% amb la NP3
(fig. 25). Veient que els resultat eren molt semblants perd sempre
lleugerament superiors amb la soca NS1, i ja que s’havien realitzat 32
fusions amb ella i1 sols 3 amb la NP3, es va decidir fer totes les
fusions segliients amb mieloma de la soca NS1.

18.2.4 - Protocols de fusid

Inicialment, en les fusions F-1, F-2 i1 F-3, es va utilitzar el
protocol de fusid descrit per Nowinsky i col. (1979) i modificat per
Sanz i col. (1985). Aquest protocol és sensiblement més llarg que el
descrit per Galfre i col. (1977) i revisat per Harlow i Lane (1988)
(veure apartat 9.5). Inclou processos com una lisi freda d’eritrocits,
un tractament amb DMEM 5% FCS amb un 0.5% d'heparina, 1 rentats amb
DMEM 5% FCS. Utilitzant aquest protocol més llarg, s’obtenien uns
rendiments de fusid (mesurats com % de pous amb clons respecte pous
totals) molt baixos (fig. 18). Es per aixo que a la F-5 es va assajar
el protocol de Galfre i col. (1977), amb el qual es va obtenir un
rendiment més satisfactori. Aquest rendiment superior, aconseguit
possiblement per la menor dificultat que suposa agquest métode, junt amb
l'estalvi de temps i medis, van fer que fos adoptat en totes les
fusions posteriors a la F-5. Els baixos rendiments obtinguts en alguna
de les primeres fusions fetes per aguest procediment sén atribuibles
en la major part dels casos a errors humans i no de la técnica.

18.2.5 - Meétodes de crivellatge
Els métodes de deteccié seleccionats pel crivellatge dels
anticossos han estat:

- técniques d'ELISA

138



Resultats

- técniques immunchistoquimiques sobre seccions d'organismes
inclosos en parafina

- técniques immunocitoquimigues sobre dissociats i macerats
cel.lulars

La primera s’'ha utilitzat per detectar els hibridomes productors
d‘anticossos 1 les altres dues per establir l‘especificitat dels
anticossos detectats (apartat 11). Les técniques d’'ELISA,
immunohistoquimiques i immunocitoquimiques sobre cél.lules dissociades
havien estat optimitzades abans de comengar les fusions (en
col.laboracié amb L. Sumoy). En canvi, la técnica immunocitoquimica
sobre macerats cel.lulars no va quedar definitivament optimitzada fins
a la fusié F-38, moment en qué va ser incorporada com a metode de
crivellatge dels sobrenedants de cultius. La técnica immunocitoquimica
sobre dissociats cel.lulars presenta dos inconvenients que no la fan
util pel crivellatge postfusid:

1) la "delicadesa" amb qué s‘'ha de dur a terme, degut a la
extrema fragilitat de les cél.lules aconseguides per agquest métode, la
fan dificilment compaginable amb un crivellatge a gran escala com el
que s‘ha de fer postfusid

2) pocs dels anticossos gue immunoreaccionen amb seccions
d’organismes inclosos en parafina presenten immunoreaccié amb
dissociats cel.lulars

Aixd ha fet que tant sols s’'hagin utilitzat els dissociats
cel.lulars com a métode de crivellatge en algunes ocasions (fig. 18).
Si considerem també que la técnica immunocitoquimica sobre macerats
cel.lulars no s'ha aplicat de manera regular fins a la F-38, fa que no
hagi hagut una deteccidé a nivell "cel.lular" estable fins aquesta
fusidé. Aix0 ha suposat problemes d’identificacidé en alguns dels tipus
cel.lulars reconeguts pels anticossos i, pot ser, la pérdua d’algun
anticos potencialment valués.

El métode Ad’'immunodeteccid sobre cél.lules macerades ha resultat
bastant versatil quan a nombre d’anticossos immunoreactius, perd no
tant com 1’immunohistoquimic sobre seccions d’organismes inclosos en
parafina, que ha resultat ser la més versatil de les metodologies
assajades de deteccid de l’especificitat dels anticossos.

Hi ha una coincidéncia bastant alta entre els resultats obtinguts
en aquestes dues técniques. El 50% dels anticossos generats que mostren
especificitat en les immunotincions manifesten el mateix patré de
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marcatge tant sobre seccions com sobre macerats; el 40% sols ho fan
sobre seccions i no immunoreaccionen sobre macerats cel.lulars; el 10%
sols mostren especificitat sobre macerats cel.lulars i no
immunoreaccionen amb seccions; i menys de 1'1% tenen especificitats
aparentment diferents en aquestes dues técniques (fig. 25). El fet que
alguns anticossos sols immunoreaccionin amb una de les dues técniques
i les aparents discrepances d’especificitat amb alguns d‘ells pot ser
degut a que les difereéencies de processat entre aquestes técniques
alterin de manera diferent els diversos antigens a detectar. En alguns
casos les discrepances podrien ser degudes a la dificultat que hi ha
en distingir certs tipus cel.lulars amb aquests dos métodes.
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Fig. 25: Percentatge d’anticossos immunoreactius amb les técniques
immunohistoquimiques i immunocitoquimiques emprades en els crivellatges de sobrenadants
de cultiu postfusid. S, % d’anticossos immunoreactius en seccions d’organismes inclosos
en parafina; M, % d’anticossos immunoreactius en macerats cel.lulars; M & S, %
d’anticossos immunoreactius tant en seccions en parafina com en macerats cel.lulars i
amb el mateix patrd d/immunotincid; S (no M); % d’anticossos immunoreactius solament amb
seccions en parafina; M (no S), % dfanticossos immunoreactius solament en macerats
cel.lulars; I § & M, % d’anticossos immunoreactius tant en seccions en parafina com en

macerats cel.lulars perd amb patrons aparentment diferents d’immunotincié.
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19 - DESCRIPCIO DE L’ESPECIFICITAT BASICA
DELS ANTICOSSOS OBTINGUTS

Els 277 hibridomes productors d‘anticossos obtinguts s‘han
classificat en funcié d’uns tipus basics d’'especificitat. Alguns d’ells
han estat clonats fins a la monoclonalitat, i per tant sén productors
de MAbs. La majoria, pero, han estat congelats postfusié o després d’‘un
primer clonatge, a l’'espera de ser clonats quan s’hagin d‘utilitzar en
funcié de les necessitats de recerca. En aquests darrers, tota la
caracteritzacidé de la seva especificitat s’ha fet amb el sobrenedant
dels cultius d’'amplificacidé previs a la crioconservacié. Es per aixod
gue no s’'ha fet amb MAbs, sindé amb anticossos, entenent la diferéncia
entre ambdés com 1’assoliment o no, respectivament, de 1la
monoclonalitat. Aixo pot comportat alguns errors "en la seva
caracteritzacidé per la preséncia, per exemple, de més d'un clé
productor en un pou de cultiu. Al mateix temps, també pot produir-se
la pérdua d’algun d’‘ells durant el procés de clonatge, fet no
infreqient i1 degut a la perdua de cromosomes durant el procés
d’estabilitzacidé de l‘’hibridoma (apartats 5.3.2 i 9.7).

Tots els anticossos obtinguts pertanyen al grup de les IgG, ja
que aquest ha estat un dels criteris de seleccidé en el crivellatge
mitjancant ELISA (amb anticossos comercials especifics de IgG, cabra
anti ratoli lligat a peroxidasa, GAM-PO IgG especific, Nordic, apartat
11.1). Agquest criteri de seleccid es va prendre després d’observar, en
les primeres fusions, que els anticossos gue no pertanyien a agquest
grup (que de fet eren tots ells IgM) donaven una alta inespecificitat,
al mateix temps que la freqgiéncia amb que es perdien els hibridomes
productors o amb que aquests deixaven de produir anticossos era molt
més alta que per les IgG. D’aguesta manera es concentraven tots els
esforcos en aquells clons que tenien majors probabilitats de
supervivencia.

Quan es faci referéncia a anticossos produits per hibridomes que
han assolit la monoclonalitat es parlara de MAbs. En canvi,
s‘utilitzara el terme genéric d'anticossos quan aquests hagin estat
produits per hibridomes que no han assolit l’estat esmentat. Quan
s'hagi de fer referéncia a un conjunt d’anticossos que inclogui tant
MAbs com anticossos no monoclonals, se’ls anomenara també anticossos.

Aixi mateix, i per abreviar, en moltes ocasions es parlara
d'anticossos quan en realitat s’hauria de parlar de clons (o
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hibridomes) productors d’anticossos. Aquesta inexactitud troba la seva
justificacié en un intent de simplificacié, sense pretendre fomentar
errors ni confusions. Aquest intent de simplificacidé s’'ha fet ja que
en agquesta Tesi els anticossos (o els clons productors d’anticossos)
han estat generats i utilitzats Unicament com una eina de treball, i
en cap cas com un fi en si mateixos.

19.1 - Clasificacidé dels anticossos en funcidé de la seva
especificitat

Els tipus basics d’especificitat qgue s’'han considerat per fer la
classificacidé sén:

1) Especifics de tipus cel.lulars: Aquells que identifiquen un
tipus cel.lular morfoldogicament diferenciable segons les descripcions
morfoldgiques de Bagufia (1973) i Bagufia i Romero (1981).

2) Especifics de subtipus cel.lulars: Aquells que identifiquen
una poblacidé de cél.lules immunoldgicament diferenciable d’altres
morfologicament iguals (amb les condicions necessaries per utilitzar
aquesta paraula gquan es tracta de criteris morfologics) per la
preséncia de determinants antigeénics diferencials, Jja sigui per
questions de funcié i/o0 posicié, 1 pertanyents a un dels tipus
cel.lulars morfologicament descrits per Bagufia (1973) i Bagufia i Romero
(1981) .

3) Especifics de més d‘un tipus cel.lular: Aquells que
identifiquen més d‘un tipus cel.lular morfoldgicament diferenciable
segons les morfologies descrites per Bagufia (1973) i Bagufid i Romero
(1981), perd que comparteixen algun determinat antigénic ja sigui per
guiestions de funcid, origen o llinatge, detectable immunoldgicament.

4) Especifics d’estructures subcel.lulars: Aquells que
identifiquen estructures subcel.lulars com els nuclis, la lamina basal,
el DNA o la matriu extracel.lular (MEC).

5) Especifics regionals: Aquells que evidencien una regié de
l’organisme, immunodetectant un determinant antigénic present a totes
o gairebé totes les cel.lules d’aquella regié, i per tant a tots o
gairebé tots els tipus cel.lulars amb representacié en aquella regid,
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i que estad absent en totes o gairebé totes les ceél.lules foranies a
aquella regié.

La nomenclatura utilitzada és la descrita a l‘apartat 16. En
alguns casos es troben anticossos anomenats de manera diferent dins un
mateix grup. Aixd es deu a qQue s'ha conservat el nom assignat a
cadascun d‘ells després de la primera caracteritzacié de la seva
especificitat, encara que en fer una caracteritzacié més acurada se’ls
hagi inclds en algun altre grup. Hi ha 9 MAbs que tenen un altre entre
paréntesi al costat del nom assignat. El nom entre paréntesi fa
referéncia al mateix MAb, perd ha estat utilitzat en substitucié del
nom original en Espinosa i col. (1992), Bueno i col. (1992), Espinosa
(1993) i Bueno i col. (1994b).

El llistat d‘anticossos segons els criteris de classificacié
esmentats es pot veure a la fig. 26.

ESPECIFICITAT: TIPUS CEL.LULARS

MUSCULARS TMUS-13.1 ; TMUS-13.2 ; TMUS-13.3 ;
TMUS-13.4 ; TMUS-13.5 ; TMUS-13.6 ;
TMUS-13.7
T™US-27.1 ; TMUS-27.2
TMUS-30.1 ; TMUS-30.2
TMUS-33.1 ; TMUS-33.2 ; TMUS-33.3

. =

(o))

TMUS-33.4 ; TMUS-33.5 ; TMUS-33.
TMUS-33.7 ; TMUS-33.8 ; TMUS-33.9 ;
TMUS-33.10

TMUS-35

TMUS-36

TMUS-42.1 ; TMUS-42.2

TMUS-46

TMUS-47

TMUS-48.1 ; TMUS-48.2 ; TMUS-48.3
TMUS-55.1 ; TMUS-55.2

TMUS-57.1 ; TMUS-57.2 ; TMUS-57.3

-

-
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EPIDERMIQUES

TEPI-13.3
TEPI-15.6

TEPI-27

TEPI-30.1
TEPI-30.4

TEPI-41
TEPI-46
TEPI-47

TEPI-48.1
TEPI-53.1

-

-

TEPI-13.4

TEPI-30.2

TEPI-53.2

.
f

TEPI-30.3 ;

FLAMIGERES

TFLA-7
TFLA-9

TFLA-13.1

-

TFLA-13.2

ACIDOFILES
(SECRETORES)

TACID-7.2

TACID-15.
TACID-22
TACID-24
TACID-27
TACID-42.
TACID-43

1

; TACID-42.

CIANOFILES
(SECRETORES)

TCIAN-9

TCIAN-13.
TCIAN-13.
TCIAN-15.
TCIAN-17.
TCIAN-17.
TCIAN-22.

TCIAN-26.

TCIAN-27.
TCIAN-36.
TCIAN-46.
TCIAN-55
TCIAN-56
TCIAN-57.
TCIAN-58

= uow NN W o W

3
3
1

1

; TCIAN-13.
; TCIAN-13.

; TCIAN-17.

TCIAN-46.

-

r

TCIAN-13.5
TCIAN-13.10

TCIAN-17.4

.
r

.
r
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GOBLET

TGOB-13

TGOB-15.

TGOB-18

TGOB-22.
TGOB-23.

TGOB-24
TGOB-25

1

1
1

; TGOB-15.2 ; TGOB-15.3

; TGOB-22.2
; TGOB-23.2

NERVIOSES

TNER-34
TNER-35
TNER-42
TNER-46

PIGMENTARIES

TPIG-27

GASTRODERMIQUES
(GOBLET I
COLUMNARS)

TG-17
TG-13.
TG-15.
TG-22
TG-26
TG-39
TG-42
TG-53.4

o

¥’

’

!

TG-13.2
TG-15.4

TG-53.5

’

TG-15.5

’

TG-15.6

PARENQUIMATIQUES

TP-13.1
TP-22
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ESPECIFICITAT: SUBTIPUS CEL.LULARS
CIANOFILES TCIAN-7.1 ; TCIAN-7.2 ; TCIAN-7.3
CEFALIQUES TCIAN-13.6
TCIAN-17.1 ; TCIAN-17.6
TCIAN-22.2 ; TCIAN-22.3 ; TCIAN-22.4
TCIAN-25.1
TCIAN-26.2
TCIAN-27.1 ; TCIAN-27.2 ; TCIAN-27.4
TCIAN-34
TCIAN-36.2
TCIAN-43
TCIAN-57.2
CIANOFILES TCIAN-9.1
CENTRALS TCIAN-16
TCIAN-25.2
TCIAN-36.1
TCIAN-48.1
CIANOFILES CEFA- TCIAN-13.2
LIQUES I CAUDALS TCIAN-23
CIANOFILES DORSALS TCIAN-13.1 ; TCIAN-13.7 ; TCIAN-13.11
CIANOFILES TCIAN-7.4
VENTRALS TCIAN-17.1
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CIANOFILES DE TF-7.1 (TF-1) ; TF-7.2 (TF-2)
LA FARINGE I TF-8.1 (TF-3) ; TF-9.2 (TF-4) ; TF-9.3
PREFARINGE (TF-5)
TF-13.1 ; TF-13.2 ; TF-13.3 ; TF-13.4 ;
TF-13.5 (TF-6)
TF-15 (TF-7)
TF-22.1
TF-24
TF-25
TF-26.1 ; TF-26.2
TF-27.1 ; TF-27.2
TF-28.1 ; TF-28.2 ; TF-28.3 ; TF-28.4 ;
TF-28.5 ; TF-28.6
TF-33
TF-34
TF-43
TF-56
TF-58.1
MUSCULARS TMUS-7
LONGITUDINALS TMUS-46.2
PARENQUIMATIQUES TP-13.2
CENTRALS
EPIDERMIQUES TEPI-17.1
DORSALS
EPIDERMIQUES TEPI-15.4
(DISCONTINU)
EPIDERMIQUES TF-58.2
DE LA FARINGE
EPIDERMIQUES DE TF-17.2
FARINGE TF-53

(DISCONTINU)
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DE DIFICIL TS-6.1 ; TS-6.2 ; TS-6.3
CLASSIFICACIO Ts-7.1 ; TS-7.2 ; TS-7.3
(SECRETORES 0 Ts-13.1 ; TS-13.2 ; TS-13.3 ; TS-13.4 ;
PARENQUIMATIQUES) TS-13.5 ; TS-13.6
TS-14
TS-15
TS-17.1 ; TS-17.2
TS-24.1 ; TS-24.2 ; TS-24.3 ; TsS-24.4 ;
TS-24.5 ; TS-24.6
TS-25
TS-26
TS-43
ESPECIFICITAT: TIPUS CEL.LULARS DIFERENTS
GOBLET I CIANOFILES | TCIAN-15.1 ; TCIAN-15.2 ; TCIAN-15.4
TCIAN-22.6
GOBLET I EPIDER- TEPI-15.1
MIQUES DORSALS TGOB-23.3
EPIDERMIQUES I TG-15.2
GASTRODERMIQUES TG-53.1 ; TG-53.2 ; TG-53.3
EPIDERMIQUES TEPI-15.5
(DISCONTINU) I
GASTRODERMIQUES
GOBLET I TP-23
PARENQUIMATIQUES
GASTRODERMIQUES TCIAN-22.1
(GOBLET I
COLUMNARS) I
CIANOFILES
EPIDERMIQUES TEPI-13.4
I SECRETORES TEPI-15.2 ; TEPI-15.3
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EPIDERMIQUES TF-17.1 (TCAV-1)
DE LA FARINGE I TF-41.1 ; TF-41.3 ; TF-41.4
GASTRODERMIQUES TF-49
EPIDERMIQUES DE LA | TF-22.2 (TCAV-2)
FARINGE I TF-41.2 ; TF-41.5
CIANOFILES TF-45.1 ; TF-45.2
EPIDERMIQUES I TEPI-13.1
LAMINA BASAL
NERVIOSES I TNER-47
GASTRODERMIQUES
GENERAL TT-22.1
TT-24.4
TT=25.3 ; TT-25.6
TT-26.1 ; TTr-26.2 ; TT-26.3 ; TT-26.4
GENERAL (EXEPTE TP-7.1; TT-7.2
GASTRODERMIQUES) TT-22.2
TT-24.1 ; TT-24.2 ; TT-24.3
Tr=25.1 ; TI=25.2 ; TT=25.4 7 TE=25.5 ; TT-
25.7
TT-26.5
TT~56
ESPECIFICITAT: ESTRUCTURES SUBCEL.LULARS

LAMINA BASAL

TMB-"7
TMB-13.1 ;
TMB-13.4

TMB-15
TMB-22
TMB-23
TMB-27.1 ;
TMB-33.1 ;
TMB-56

TMB-13.2 ; TMB-13.3

TMB-27.2 ; TMB-27.3

TMB-33.2

L}
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NUCLIS TNU-33.1 ; TNU-33.2
TNU-43
TNU-46
TNU-53.1 ; TNU-53.2

DNA TNU-29

ESPECIFICITAT: REGIONAL

REGIO CENTRAL TCEN-49

Fig. 26: Especificitat d els anticossos obtinguts.

Les especificitats de tots aquests grups d’anticossos estan
comentades i il.lustrades en aquest mateix apartat i en els apartats
20 i 21. Per motius de nombre no és possible comentar ni il.lustrar
cada un dels anticossos concrets de la fig. 26. Es per aixdo que s’'han
fet uns comentaris generals per a cada grup amb referéncies més
profundes pels MAbs gue han estat utilitzats amb algun proposit
concret, i1 s'han il.lustrat agquests darrers o els més significatius de
cada grup.

A més a més de les fusions de la fig. 18 i dels anticossos de la
fig. 26 s’'han obtingut també 6 MAbs en dues fusions més, en
col.laboracidé amb Jordi Garcia i Emili Saldé (Departament de Genética,
Universitat de Barcelona) que reconeixen especificament les proteines
de fusid El1 i E2, obtingudes per Jordi Garcia. La proteina de fusié E1
conté la regié aminoterminal del gen amb homecbox Dth-1 i la E2 conté
la regié carboxiterminal del gen amb homeobox Dth-2, ambdés de planaria
(Garcia-Fernandez i col., 1991; Garcia-Fernandez, 1992). Aquests sis
MAbs (THB-1, THB-2, THB-3, THB-4, THB-6 i THB-8 o M1, M2, M3, M4, M6
i M8 a Garcia-Fernandez, 1992) reconeixen la proteina de fusié en
Western-blot pero no la proteina nadiua de planaria amb la mateixa
técnica. El marcatge no era facilment interpretable amb meétodes
immunohistoquimics i van ser substituits per anticossos policlonals.
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19.2 - Anticossos especifics de tipus cel.lulars

19.2.1 - Anticossos especifics de cél.lules epidérmiques

S'han obtingut 14 anticossos els quals immunoreaccionen amb totes
les cel.lules epitelials. Aquests anticossos podrien ser considerats
com especifics tissulars (teixit epidermic). A més a més, s’'han
obtingut altres especifics solament d’algunes subpoblacions d’aquest
tipus cel.lular (apartat 19.3.3) o especifics d’agquest i1 altres tipus
cel.lulars (apartat 19.4).

Les diferéncies entre els patrons de marcatge d‘aquests 14
anticossos estan en la localitzacidé subcel.lular de 1l’antigen
reconegut: mentre que alguns d‘ells, com el MAb TEPI-15.6,
immunodetecten un antigen present a la membrana cel.lular, altres, com
el MAb TEPI-30.1, ho fan amb un antigen aparentment distribuit per tot
el citoplasma (fig. 27). N'hi ha d’altres, com el TEPI-46 o el TEPI-
53.1, que immunoreaccionen amb antigens situats a la placa basal i al
cilis de les cél.lules epidérmiques ciliades 1 al pol apical de les no
ciliades (fig. 27). Aquest mateix anticds immunoreacciona també amb les
cél.lules rabditiques subepidérmiques (Fig. 27). Aquestes cél.lules
estan descrites com a precursores de les cél.lules epitelials, gque
contenen totes elles rabdits, i fomarien part del compartiment de
diferenciacié (fig. 5) (Skaer, 1961; Bagufia, 1973). Per altra banda,
Lentz (1967) ha demostrat l‘origen de les cel.lules rabditiques a
partir dels neoblasts. Tot aix¢ indicaria que 1l’antigen reconegut per
TEPI-46 pot ser un antigen de diferenciacidé (entés com una molécula
present en cel.lules diferenciades i en cel.lules en diversos estadis
de diferenciacid) ja que, encara que el seu marcatge no s’hagi observat
de manera concloent en cél.lules morfologicament indiferenciades
(necblasts determinats a cél.lules epitelials), si es troba present en
el compartiment de diferenciacié i en les cél.lules diferenciades
madures.
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Fig.
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Fig. 27: Immunotincié en cél.lules epidérmiques. Métode de deteccid: ABC lligat
a HRP. A) Seccidé sagital en parafina, MAb TEPI-30.1 (400x). B) Seccidé sagital en
parafina, MAb TEPI-46 (1000x). C) Macerat cel.lular. Cél.lula epitelial ciliada. Mab
TEPI-46 (2000x, contrast interferencial). D) Macerat cel.lular. Ceél.lula epitelial no
ciliada. MAb TEPI-46 (2000x, contrast interferencial). ev, epidermis wventral; ed,
epidermis dorsal; r, cél.lules rabditiques; ci, cilis; sageta gruixuda, pol apical de

cél.lula epidérmica ciliada; sageta prima, pol apical de cél.lula epidérmica no ciliada.

19.2.2 - Anticossos especifics de cél.lules goblet

S’han obtingut 11 anticossos especifics de cél.lules tipus goblet
i d'altres que immunoreaccionen amb aquest tipus cel.lular, amb les
cel.lules columnars gastrodérmiques (apartat 19.2.3) i amb altres tipus
cel.lulars (apartat 19.4).

Els anticossos que sén especifics tant sols de les cél.lules
tipus goblet (veure Specian i Oliver, 1991, per a una revisid general
sobre aquest tipus cel.lular; i Bagufid, 1973; Bagufia i Romero, 1981;
Romero, 1987, sobre aquest tipus cel.lular en plandries) mostren un
patré de marcatge molt semblant entre ells (fig. 28) que no s’acostuma
a donar en 1l‘interior de les vesicules de secrecidé d’agquest tipus
cel.lular. Aquest és un detall aparentment curids si tenim en compte
l'alt poder immunogénic gque han demostrat tenir les substancies
contingudes en les vesicules de secrecid de les cél.lules secretores,
si més no en cel.lules secretores aciddfiles 1, molt especialment,
ciandofiles. De fet, potser indica una diferéncia gqualitativa important
entre els productes de secrecid d’aquests tipus cel.lulars gue podria
estar en concordanga amb la seva funcié:

- secrecid de productes relacionats amb la funcidé digestiva
(mucus protector tipus mucines, Specian i Oliver, 1991) en Iles
cél.lules goblet, qgue els vessen als diverticles intestinals;

- secrecid externa (mucus lliscant i adherent) i1 interna en
l'espai intercel.lular en les cel.lules acidofiles i cianofiles
(Bagufid, 1973) (veure apartat 19.2.4 per a més dades sobre aquests
tipus cel.lulars, i apartat 21 per un cas concret de possible secrecid
interna) .
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Fig. 28: Immunotincié en cél.lules goblet amb el MAb TGLO-13. Métode de
deteccid: ABC lligat a HRP. A) Seccid sagital en parafina (200x). B) Ampliacié d4‘A
(1000x). C) Macerat cel.lular (1000x, contrast interferencial). d, dorsal; v, ventral;

di, diverticle intestinal; sageta prima, cél.lules goblet amb l‘estructura vesiculada

caracteristica formant part dels diverticles intestinals entre cél.lules columnars

gastrodérmiques; sageta gruixuda, cél.lula goblet.
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19.2.3 - Anticossos especifics de cél.lules gastrodérmiques

La gastrodermis de planaria esta formada per dos tipus cel.lulars
diferents: les cél.lules goblet (de les que es parla a l’apartat
anterior i de les que s’'han obtingut anticossos especifics) i les
cél.lules columnars gastrodérmiques (veure apartat 1.2 per la
morfologia de planaria). S’‘han obtingut 13 anticossos especifics de
cél.lules gastrodermiques que reconeixen determinants antigénics
presents en aquests dos tipus cel.lulars. No s‘ha obtingut cap anticds
exclusiu de cel.lules columnars gastrodermiques, de manera que tots els
anticossos que reconeixen aquest tipus cel.lular també ho fan en les
cél.lules goblet (fig. 29, MAb TG-42). Per tant, aquests anticossos
poden ser considerats també com especifics tisulars (teixit
gastrodérmic) . '

Per explicar aquest fet hi ha dues hipotesi possibles:

1.- Les cél.lules goblet tenen, a més a més dels seus propis i
exclusius determinants antigénics, tots els de les cél.lules columnars
gastrodérmiques, sense que agquestes en tinguin cap d’exclusiu;

2.- Malgrat 1les cel.lules columnars gastrodérmiques tinguin
determinants antigénics exclusius no s’'ha obtingut- cap hibridoma
productor d’anticossos especifics d’elles per ser poc immunogénics,
estar poc representats, no haver emprat el tipus d’'immunogen més
adequat o, simplement, per atzar, de manera que podria apareixer fent
més fusions amb els procediments ja utilitzats.

De les dues alternatives, la més versemblant és la segona, ja que
es fa dificil pensar que les cél.lules columnars gastrodérmiques, que
tenen una funcid clarament diferent a la de les goblet (tenen la funcid
d'endocitar 1l‘aliment, Bagufia, 1973), no tinguin cap determinant
antigénic especific, ni tant sols relacionat amb la seva funcié
especifica.
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Fig. 29: Immunotincié en cél.lules gastrodérmiques amb el MAb TG-42. Métode de
deteccid: ABC lligat a HRP. A) Seccid sagital en parafina (100x). B) Seccié sagital en
parafina (200x, contrast interferencial). C) i D) macerats cel.lulars (2000x). d,

dorsal; v, ventral; di, diverticle intestinal; =z, nucli.

19.2.4 - Anticossos especifics de cél.lules secretores

A planaria, l‘anomenat grup de cél.lules secretores inclou dos
tipus cel.lulars, les cél.lules secretores acidofiles i les ciandofiles
(Bagufia, 1973). De fet, perd, ambdds grups sén molt heterogenis quan
a la diversitat de granuls de secrecid observats per microscodpia
electronica (Ishii, 1963; Pascolini i col., 1971; Bagufia, 1973).
Aquesta gran heterogeneitat dels granuls de secrecid pot ser deguda al
processat de les mostres i/o a la deteccid de diferents estadis en la
formacid dels productes de secrecid, inclus entre cél.lules de secrecid
acidofila i ciandfila (Bagufia, 1973). Aixo fa extremadament complexe
i dificil la classificacidé d’'aquests grups cel.lulars, i per tant
l'assignacid dels anticossos obtinguts en algun d’aquests grups. Aixi
mateix, també es fa complexe decidir si un anticds immunoreacciona amb
totes les cél.lues d’un d'aquests tipus (acidofil o ciandfil), o si ho
fa sols amb un subtipus d’‘elles.

S'han obtingut 8 anticossos especifics de cél.lules secretores
acidofiles, cap dels quals no ha estat clonat fins a la monoclonalitat.
Aparentment immunoreaccionen amb totes les cél.lules d’aguest tipus
cel.lular, tant en les aciddfiles de tipus 1 com 2 (Pedersen, 1972;
Bagufia, 1973), situades en una posicidé predominantment ventral. Tots
els anticossos presenten un patré de marcatge citoplasmatic molt
similar (dada no mostrada), sense que s’hagi estudiat a fons si es ddna
a l’interior o a l’exterior de les vesicules de secrecidé. El més
probable és que es doni dins les vesicules, ja que és alla on ha
d'haver el major nombre de determinants antigénics especifics i els més
immunogénics.

S'han aillat també 81 anticossos especifics de cél.lules

secretores cianofiles, dels quals 59 identifiquen clarament
subpoblacions (subtipus) cel.lulars diferents (i dels que es parla a
l’apartat 19.3.1), i 22 que aparentment identifiquen totes les
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cél.lules ciandfiles. Aquestes cel.lules es troben distribuides per tot
el paréngquima, en posicid subepidéermica dorsal i ventral (fig. 30, Mab
TCIAN-9) 1 en 1l'’interior de 1la faringe (veure apartat 19.3.1),
presentant moltes prolongacions que poden recérrer grans distancies per
l’interior de l‘organisme. El marcatge d'aquest tipus cel.lular es
déna, en tots 22 anticossos, a l’interior de les vesicules de secrecid,
les quals vessen el seu contingut a 1l’exterior (basicament mucus
lliscantant i adherent) i a 1l’interior (Bagufia, 1973; veure apartat 21
per un cas concret de vessament de substancies a 1l’espai
intercel.lular). Aquestes substancies secretades tenen un alt poder
immunogeénic, com ho demostra el fet que 81 dels 277 anticossos generats
siguin especifics de cél.lules cianofiles (incloent els especifics de
subpoblacions d’‘aquest tipus cel.lular, apartat 19.3.1), representant
el 29% del total. Aquest fet justifica que moltes de les immunitzacions
es fessin amb antigens préviament absorbits amb 15 MAbs especifics
d’aquest tipus cel.lular (apartat 7.2.8), obtenit els resulats exposats
a l'apartat 18.2.1.

L’alt contingut glucidic dels productes de secrecidé (mucus) i els
resultats obtinguts per K. Agata (1992, comunicacidé personal) en la
planaria Dugesia japonica, en la que la majoria dels MAbs que obté
(aproximadament un 94%) reconeixen epitops glucidics, fan pensar que
la major part d’aquests anticossos siguin especifics d’'aquests tipus
de substancies. Aquesta dada ha estat comprovada amb els 15 MAbs amb
qué s’ha preparat la barreja d’absorcié (apartat 18.2.1, fig. 19), els
quals semblen reconéixer majoritariament un epitop no proteic. No es
disposa de dades respecte als altres.

Fig. 30: Immunotincié en cél.lules secretores ciandfiles amb el MAb TCIAN-9.
Métode de deteccidé: ABC lligat a HRP. Contrast interferencial. A) Seccié sagital en
parafina (400x). B) i C) Macerats cel.lulars (1000x). d, dorsal; v, ventral; sageta,

prolongacions caracteristiques de les cél.lules secretores ciandfiles.
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19.2.5 Anticossos especifics de ceél.lules musculars

S'han obtingut 37 anticossos especifics de cel.lules musculars,
35 dels quals immunoreaccionen amb totes les fibres musculars de
1’organisme, i els altres 2 ho fan amb una subpoblacidé d’aquest tipus
cel.lular (apartat 19.3.2). L‘alt nombre d’anticossos obtingut (13% del
total) fa que les cél.lules musculars siguin, després de les
secretores, les que més han induit la generacidé d’anticossos. Els
patrons de marcatge de tots ells sén molt similars i es restringeixen
a la fibra muscular, deixant el nucli i el citoplasma que l’envolta
sense immunoreaccid.

Un d‘aquests anticossos, el MAb TMUS-13, ha estat portat a la
monoclonalitat. Presenta un patrd de marcatge en la fibra muscular com
el descrit anteriorment, sense mostrar immunoreccid ni en el nucli, que
en aquest tipus cel.lular es troba en posicidé lateral lleugerament
pedunculat (Bagufida i Romero, 1981), ni en el citoplasma que l'envolta
(fig. 32). Agquest marcatge no és uniforme en tota la fibra muscular.
Emprant técniques de deteccid immunocitogquimica més sensibles sobre
cel.lules macerades amb anticossos secundaris lligats a or de 5 nm i
amplificant el matcatge amb precipitats de plata (veure apartat 13.2),
s’'observa que el marcatge es restringeix a les vores de la fibra (fig.
32), en el citoplasma més proper a la membrana cel.lular i/o en ella
mateixa.

El determinant antigénic reconegut per agquest MAb és proteic, tal
i com es desprén del tractament fet amb proteases (Pronasa E 1
Proteinasa K) d’'un homogenat total, immunodetectat posteriorment sobre
una membrana de nitrocel.lulosa (immunodot, fig. 31). En ell es pot
veure la total desaparicid de la immunoraccidé de 1'homogenat tractat
amb aquests enzims.

Quan s’immunodetecta mitjancant la técnica de Western-blot
homogenat total de planaria separat electroforéticament amb un gel
d'acrilamida (SDS-PAGE), l’antigen presenta una massa molecular aparent
de 125 kDa (fig. 31), tant si s’utilitzen métodes desnaturalitzants
(Towkin i col., 1978) com renaturalitzants (Dunn, 1986), indicant que
1l’epitop reconegut és de seqiiéncia. De fet presenta dues bandes molt
properes entre si amb la massa esmentada, i dues bandes de menor
immunoreaccid a 180 kDa i 50 kDa. Aquestes bandes no s’observen si es
disminueix la quantitat de proteina carregada al gel.
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Fig. 31: Immunodeteccié de l’antigen reconegut per TMUS-13. A) Western-blot
(SDS-PAGE 12 % acrilamida-bisacrilamida) d’homogenat total de planaria. B) Dot-blot
d’homogenat total de planaria incubat amb proteases. TMUS-13, immunodeteccic amb aguest
mateix MAb; C(-), incubacié 1°*** amb medi de cultiu sense anticossos (control negatiu);
+, fixacidé a filtre d’homogenat total de planaria incubat amb tampd d’actuacid de
proteases; Pasa E, homogenat total de planaria incubat amb pronasa E; Pasa K, homogenat
total de planaria incubat amb proteinasa K.

Sobre seccions d’organismes inclosos en parafina agquest Mab
immunoreacciona amb totes les fibres musculars de l’organisme (per a
una descripcié de la musculatura de planaria, veure els treballs de
Pedersen, 1961, 1972; Bagufia, 1973; Sarnat, 1984; apartat 1.2),
permetent una visualitzacid facil de 1les fibres <circulars,
longitudinals i transversals tant del parénquima com de la faringe
(fig. 32). cal destacar el marcatge que s’obté a les fibres musculars
que envolten els diverticles intestinals, ja que és el primer cop en
qué es demostra la preséncia d’aquestes fibres en una especie del
génere Dugesia (fig. 32) (Romero i col., 1991; Bueno i col., 1991), i
que ja havia estat demostrada en altres turbellaris i triclads per
Rieger i col. (1990).

En algunes immunotincions fetes sobre cél.lules macerades sembla
intuir-se un cert marcatge en algunes cél.lules amb morfologia de
neoblast (dada no mostrada ja que la baixa immunoreactivitat observada
és dificilment diferenciable de les cel.lules no immunoreactives).
Aquest marcatge és molt lleu i el nombre de cél.lules afectades molt
baix. Aquest marcatge que solament s’intueix en immunotincions sobre
cel.lules macerades queda plenament confirmat en fer estudis de
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regeneracié (Espinosa, 1993; apartat 20.1). Com que la diferenciacié
dels mioblasts a partir dels neoblasts ha estat demostrada per Le
Moigne (1967) i Pedersen (1972), pot tractar-se d’un antigen de
diferenciacidé present en neoblasts probablement determinats a cél.lula
muscular en els seus primers estadis de diferenciacid, abans de perdre
la seva morfologia tipica, 1 que es troba també present en les
cél.lules diferenciades madures.

En seccions semifines es pot veure la forma que pren l1l’entremat
de fibres musculars en determinades estructures de l’organisme com la
faringe. En ella es pot observar la trama que formen les fibres
musculars amb disposicions perpendiculars entre si prop de la llum de
la faringe, aixi com la disposicié lateral del nucli en una prolongacid
lleugerament pedunculada del citoplasma dins el teixit gue l’envolta
(fig. 32).

L’antigen reconegut pel MAb TMUS-13 és totalment interespecific
dins la classe Turbellaria, on s'ha assajat amb els organismes de
l’ordre Seriata, de 1l'ordre Policladida i de 1’ordre Rhabdocoela
anomenats a l‘apartat 6.1 (fig. 33), pertanyents tots ells al Filum
dels Platihelmintes. Aixi mateix, també immunoreacciona amb organismes
de la Classe Trematode i Ordre Digenia (Platihelmints parasits), on
s'ha assajat sobre organismes de 1l’'espécie Fasciola hepatica (fig. 33)
(cedida pe Servei de Zoonosi de l’'Escorxador de Barcelona).

Acuesta interespecificitat permet emprar aquest marcador per
visualitzar, de manera directa 1 molt especifica, les diverses
disposicions de les fibres musculars que presenten les diferents
espécies (fig. 33), aixi com per ajudar i facilitar la classificiéd
d’aquelles en qué s'’empra la musculatura com a criteri taxondmic.

Fig. 32: Immunotincié en cél.lules musculars amb el MAb TMUS-13. Métode de
deteccidé: A i B, ABC lligat a HRP; C, D i E, anticds secundari lligat a or colcidal, amb
amplificacidé de senyal amb nitrat de plata. A) Seccid sagital en parafina (400x). B)
Dissociat cel.lular (2000x). C) Macerat cel.lular (2000x). D) Seccié semifina de faringe
(1000x) . E) Seccid semifina de faringe (2000x). d, dorsal; v, ventral; mdv, musculatura
del diverticle intestinal; ml, musculatura longitudinal; mec, musculatura circular; mt,
musculatura transversal; dv, diverticle intestinal; n, nucli; Im, lumen faringi; cf,
cavitat de la faringe; sageta gruixuda, fibra muscular; sageta prima, marcatge en

sarcoplasma; estrelles, entremat de fibres musculars.
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S'han relitzat immunodeteccions amb aquest mateix MADb sobre
organismes pertanyents al Filum dels Nemertins (Prostoma s.p.), al
Filum dels artropodes (Drosophila melanogaster, Classe Insectes), en
el dels Moluscs (Mytilus edulis) 1 en vertebrats sobre musculatura
llisa, estriada i cardiaca de pollastre (Filum Cordats, Classe Aus).
En cap d' aquests casos s'ha detectat immunoreaccié. El fet que s'hagi
detectat immunoreaccid amb tots els organismes provats pertanyents al
Filum dels Platihelmints, comprenent organismes de vida 1lliure i
parasits, perd en canvi no s’'hagi trobat immunoreaccidé en cap dels
organismes ni tipus de musculatura assajats d'altres Filums fa pensar
que es tracta d’un determinant antigenic especific de Platihelmints.

Fig. 33: Immunotincié amb el MAb TMUS-13 en diverses espécies de platelmints.
Seccions sagitals d’organismes inclosos en parafina. Métode de deteccid: ABC lligat a
HRP. A) Discocelis tigrina, Ordre Policladida (200x). B) Fasciola hepatica, Classe
Trematode, Ordre Digenia (1000x). C) Organisme de 1/Ordre Rhabdocoela (200x). D)
Dendrocoelum Lacteum, Ordre Seriata (200x). d, dorsal; v, ventral; mse, fibres
musculars subepidérmiques; mi, fibres musculars intermes; mt, fibres musculars dorso-

ventrals; mdi, fibres musculars dels diverticles intestinals; e, epidermis.
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19.2.6 - Anticossos especifics de ceél.lules nervioses

S'han obtingut 5 anticossos que reconeixen especificament
cél.lules nervioses. Dos d’ells han estat generats a partir
d’immunitzacions fetes amb fraccions @proteiques exclusives o
majoritaries de c¢él.lules mnervioses obtingudes mitjancant gels
d’electroforesi SDS-PAGE (apartats 7.2.7 i 18.2.1); dos més s’‘han
obtingut a partir d‘immunitzacions fetes amb poblacions cel.lulars
macerades enriguides en neoblasts (per filtracié, apartats 7.2.5 1
18.2.1) gque portaven com a contaminants cél.lules musculars i
nervioses; i el darrer a partir d'immunitzacions fetes amb cél.lules
macerades totals.

El fet qgue sigui un dels tipus cel.lulars dels gquals s‘ha
obtingut un nombre més baix d‘anticossos fa pensar que potser els
determinants antigénics d’agquests tipus cel.lulars es troben en una
proporcidé molt baixa respecte els antigens totals de planaria, o bé
tenen una capacitat immunogénica molt baixa (haptens) 1 sén facilment
"emmascarats" per altres antigens que desvien la resposta immune cap
a ells, o potser totes dues coses alhora. Si més no aguests anticossos
no permeten fer seguiments ni descripcions com les fetes per Fujita
(1987) amb anticossos especifics de cél.lules nervioses de Drosophila.

Tots ells presenten un patrdé de marcatge en totes les fibres
nervioses de l‘organisme (fig. 34, Mab TNER-46) i sén també uns dels
anticossos que donen un major soroll de fons en les immunotincions.
Aquest soroll de fons pot ser degut a inespecificitats dels anticossos
o, potser, i1 com una possibilitat molt aventurada, a la deteccid d‘un
neurotransmisor o neurohormona que fos present en diversos teixits. Cap
de les dues possibilitats ha estat comprovada.

Dos d’'ells han estat portats a la monoclonalitat: els MAbs TNER-
46 i TNER-47. E1l MAb TNER-47 reacciona també de manera especifica amb
les cel.lules de la gastrodermis. D’ell es parla a l'’apartat 19.4.
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Fig. 34: Immunotincid en cél.lules nervioses amb el MAb TNER-46. Métode de
deteccié: ABC lligat a HRP. A) Seccid sagital en parafina (400x). B) Macerats cel.lulars

(1000x). v, ventral; fn, fibres nervioses dels cordons nerviosos ventrals; cn, neurones.
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19.2.7 - Anticossos especifics d’altres tipus cel.lulars

S‘han obtingutt també anticossos especifics de cel.lules
pigmentaries (1), cél.lules flamigeres (4) i cél.lules parenquimatiques
(2), pero cap d’ells ha estat portat a la monoclonalitat. Es tracta,
de fet, de tipus d’especificitats que han estat molt poc representats
en el total dranticossos obtinguts (tots ells junts representen
solament el 2.5% del total), 1 gque a més a més han presentat certes
dificultats per la seva caracteritzacid (excepte els especifics de
flamigeres). En el cas de les parenquimatiques, aquesta dificultat
resideix en ser diferenciades morfoldgicament de cél.lules de tipus
secretor en seccions d‘organismes 1 de cél.lules columnars
gastrodérmiques en macerats cel.lulars, ja que les técniques utilizades
en la caracteritzacid no preserven suficientment bé 1’estructura
(apartats 12, 13 i 22.2.2).

En el cas de les cél.lules pigmentaries, la dificultat ha residit
en discernir correctament entre el propi pigment de la cel.lula, gque
ha mostrat sempre una tendéncia a "segrestar" el precipitat de la
immunotincidé i els propis anticossos, i1 una immunodeteccid especifica.

19.3 - Anticossos especifics de subtipus cel.lulars

19.3.1 Anticossos especifics de subtipus de cel.lules
cianofiles

Les cél.lules cianofiles sén les qgue han presentat un major
nombre de determinants antigénics, immunologicament diferenciables,
especifics de grups diferents de cél.lules incloses totes elles dins
el grup de les ciandofiles (segons els criteris morfoldgics establerts
per Bagufia (1973) i Bagufia i Romero (1981)). En concret, s'han
reconegut 6 subtipus diferents de cél.lules ciandofiles en base a

critéris immunologics (per reconeixement de determinants antigénics
especifics).
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Aquests subtipus reconeguts sén:
1) cél.lules ciandfiles cefaliques

S'han detectat 18 anticossos que reconeixen especificament
agquesta poblacié cel.lular restringida a una regidé de 1l’organisme.
Presenten un patrdé de marcatge molt similar que inclou totes o la
majoria de cel.lules secretores d'aquesta zona de 1'organisme (fig. 35,
MAb TCIAN-34). Aquestes cel.lules corresponen a una subpoblacié de les
cél.lules ciandofiles de tipus 1 que emeten abundants prolongacions al
voltant dels ganglis cefalics (Bagufia, 1973). Podrien ser les
encarregades de secretar la mucosa en la cara ventral més anterior de
l‘organisme ja que s'observen prolongacions a través de 1l’epidermis
ventral més anterior.

2) Cél.lules ciandfiles centrals

S’han obtingut 5 anticossos gue reconeixen especificament aquest
subtipus cel.lular present sobretot a la zona de la prefaringe i en el
parénguima, tant dorsal com ventral, gue envolta la cavitat de la
faringe. Aquestes cél.lules podrien correspondre a cel.lules cianofiles
de tipus 2, ja que estan situades precisament en aquesta zona, pexrod
sense gue els anticossos immunoreaccionin amb les prolongacions que
aquestes cél.lules emeten cap a l'interior de la faringe (Baguiia,
1973} .

3) Cél.lules ciandfiles cefaliques i caudals

S'han aillat 2 anticossos especifics d’aquest subtipus cel.lular
el qual inclou una poblacid de ceél.lules a la zona cefalica, la mateixa
que la reconeguda pels anticossos especifics de cél.lules cianofiles
cefaliques, perd que a més a més inclou una altra poblacié ideéntica a
la zona caudal.

4) Cél.lules ciandfiles dorsals

S'han obtingut 3 anticossos, tots ells a la fusié F-13,
especifics d’aquest subtipus de cél.lules ciandofiles, que presenten un
patrd de distribucidé a la zona subepidérmica dorsal i al llarg de tot
l'organisme, desde la zona cefalica a la caudal (fig. 35, MAb TCIAN-
i 2
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5) Cél.lules ciandfiles ventrals

S'han generat 2 anticossos especifics d'aguest subtipus de
cél.lules cianofiles, que presenten un patrd de distribucidé idéntic a
1l’anterior perd a la zona subepidérmica ventral.

6) Cél.lules cianofiles de la faringe i prefaringe

S'han obtingut 29 anticossos especifics d’aquest subtipus de
cel.lules ciandofiles, sent el subtipus que més anticossos ha generat.
Presenten tots ells un patré de distribucidé que comprén la zona
prefaringia i la faringia en tota la seva longitud i amb una posicié
central, amb prolongacions que travessen l’epidermis en 1l’extrem distal
de la faringe (fig. 35, MAb TF- 9.1). Aquest subtipus cel.lular pot
correspondre al descrit per Bagufia (1973) com a cél.lules ciandfiles
de tipus 2 per la seva situacié en la zona prefaringia emetent
prolongacions cap a l’interior de la faringe, encara que probablement
també immunoreaccioni amb les cél.lules ciandfiles de la faringe
descrites per aquest mateix autor amb el nom de Gl i G2. Aquestes
cél.lules tindrien la funcid hipotética de lubricar l’aliment i, sobre
tot, secretar enzims proteolitics, lipolitics i amilolitics (Pascolini,
1967; Jennings, 1975).

De fet, tots els autors que han fet classificacions d’aquest
tipus cel.lular (veure Pascolini i «col., 1971; Baguifia, 1973)
coincideixen a assenyalar la gran heterogeneitat que presenten aquestes
cél.lules respecte la morfologia dels seus granuls de secrecidé. De
totes maneres, pero, les distribucions que donen aquests autors segons
criteris morfologics no coincideixen sempre amb la distribucid dels
subtipus cel.lulars establerts segons determinants antigénics.

Fig. 35: Immunotincié amb anticossos especifics de poblacions (subtipus) de
cél.lules ciandfiles. Seccions sagitals d’organismes inclosos en parafina. Métode de
deteccidé: ABC lligat a HRP., A) Immunoreaccid en cél.lules ciandfiles de la faringe. MAb
TF-9.1 (200x). B) Immunoreaccidé en cél.lules ciandfiles de la faringe amb prolongacions
que atravessen l‘epidermis en l‘extrem distal de la faringe. MAb TF-9.1 (400x). C)
Immunoreaccidé en cél.lules ciandofiles subepidérmiques dorsals. MAb TCIAN-13.7 (100x).
D) Immunoreaccid en cél.lules cianofiles cefaliques. MAb TCIAN-34 (100x). a, anterior;
P, posterior; d, dorsal; v, ventral; £, faringe; cf, cavitat de la faringe; edf, extrem
distal de la faringe; gc, gangli cefalic; sageta prima, prolongacions de cél.lules
cianofiles faringies atravessant l‘’epidermis de 1l’extrem distal de la faringe; sageta

gruxuda, cél.lules ciandfiles subepidérmiques dorsals.
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19.3.2 - Anticossos especifics de subtipus de cel.lules
musculars

Les ceél.lules musculars longitudinals presenten al menys un
determinant antigénic diferent a la resta de céel.lules musculars.
Aquest subtipus de cél.lules musculars, les cél.lules musculars
longitudinals, han generat 2 anticossos especifics d’elles, un dels
quals ha estat portat a la monoclonalitat (Mab TMUS-46.2). Tots dos
presenten el mateix patrdé de marcatge en aquest tipus de fibres,
immunoreaccionant només amb elles i amb cap altra fibra de 1’organisme
(ni les circulars ni les transversals, fig. 36, MAb TMUS-46.2).

Fig. 36: Immunotincié en fibres musculars longitudinals amb el MAb TMUS-46.2.
Seccions sagitals d’organismes inclosos en parafina. Metode de deteccid: ABC lligat a
HRP. A) 200x. B) 400x. a, anterior; p, posterior; d, dorsal; v, ventral; u, ull; ml,
musculatura longitudinal; mt, musculatura dorso-ventral (no immunoreactiva); mc,

musculatura circular (no immunoreactiva).

Fig. 37: Immunotincié en una poblacié (subtipus) de cél.lules ventrals ciliades
amb el MAb TEPI-15.4. Métode de deteccid: ABC lligar a HRP. A) Seccidé sagital en
parafina (400x). B) Seccid tangencial a l’epidermis wventral en parafina (400x). v,
ventral; sageta prima, cél.lules epidérmiques ventrals ciliades immunoreactives a TEPI-
15.4; sageta gruixuda, grups ("clusters") de varies cél.lules immunoreactives; punta de

sageta, cél.lules epidérmiques ventrals ciliades no immunoreactives a TEPI-15.4.

174



Resultats

Fig. 36

S

3

Fig. 37

L5




Resultats

19.3.3 - Anticossos especifics de subtipus de cel.lules
epidérmiques

S'han reconegut 3 subtipus diferents de cél.lules epidérmiques
en base a criteris immunoldgics pel reconeixement de determinants
antigénics especifics.'

Aquests subtipus sén:

1) Cceél.lules epidérmiques dorsals

S'ha obtingut 1 anticos (TEPI-17.1) que immunoreacciona
especificament amb les cél.lules epidérmiques dorsals.

2) Ceél.lules epidérmiques de la faringe

S’ha aillat 1 (TF-58.2) anticos gque detecta especificament un
determinant antigénic d'aquestes ceél.lules, 1 2 anticossos que
reconeixen solament algunes cél.lules de 1l’epidermis de la faringe (TF-
17.2 i TF-57). El seu patré de marcatge difereix de l’anterior per la
preséncia d‘un alt nombre de cel.lules no immunoreactives (més del 50%)
entre les immunoreactives.

3) Cél.lules epidérmiques de l’epidermis ventral

S'ha detectat 1 anticdos que reconeix especificament algunes
cel.lules epidérmiques. De fet, el seu patrdé de tincid és similar al
descrit anteriorment pels dos anticossos que reconeixen diferencialment
certes cel.lules de 1l’epidermis de la faringe, perd restringit a
1’epidermis ventral . Aquest anticds (MAb TEPI-15.4) immunoreacciona amb
cél.lules aillades de l’epidermis ventral o amb grups ("clusters") de
3 a 5 cel.lules (Fig. 37, MAb TEPI-15.4). L'antigen reconegut sembla
estar localitzat a la superficie apical de la cél.lula. Aparentment,
totes les cel.lules que presenten aquest determinant antigénic sén

ciliades, pero no totes les cél.lules epidérmiques ciliades el
presenten.
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19.3.4 - Anticossos especifics de subtipus cel.lulars de
dificil classificaciéd

S'han obtingut 25 anticossos especifics de subtipus cel.lulars
en les ceél.lules secretores, tant aciddfiles com cianofiles, i de
cél.lules parenquimatiques que no presenten una regularitat en el seu
patré de marcatge com els descrits a l’apartat 19.3.1 (cefalics,
dorsals, etc.). Aquests immunoreaccicnen amb cé&l.lules disperses pel
parénguima amb patrons no facilment identificables. Per exemple, el MAb
TS-15 presenta un patrd de marcatge de cél.lules disperses pel
parénguima (fig. 38), sense que es vegi cap relacid aparent respecte
la seva situacid (subepidérmica, relacionat a gastrodermis, regional,

etc.).

Fig. 38: Immunotincidé en cél.lules disperses pel parénquima de dificil
classificacid amb el MAb TS-15. Seccid sagital d’organisme inclos en parafina. Métode

de deteccid: ABC lligat a HRT. 400x. Sageta, cél.lules immunoreactives a TS-15.

Aquests patrons de marcatge diferents i de dificil classificacid
revelen una gran heterogeneitat en les cel.lules que composen el
parénquima (Pascolini i col., 1971; Bagufia, 1974; Bagufid i Romerxo,
1981), d’altre banda molt ldégic a aguest nivell d’'observaciéd. Aquesta
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heterogeneitat pot estar relacionada amb funcions, estadis o
localitzacions cel.lulars diferents. Aquestes observacions concorden
amb les observacions de polimorfismes en els granuls i inclusions que
presenten les cél.lules del paréngquima (Pascolini i col., 1971; Bagufia,
1973), i amb la preséncia de cél.lules en diferents estadis de
diferenciacidé des dels neoblasts fins a les cé&l.lules diferenciades,
degut al constant renovament cel.lular al qgue es trcoba sotmesa la

planaria (apartat 2 i 3).

19.4 - Anticossos especifics comuns a diferents tipus
cel.lulars

Alguns dels anticossos obtinguts no reconeixen un sol tipus o
subtipus cel.lular, siné que en reconeixen varis morfolodogicament
diferents segons les descripcions de Bagufia (1973) i Bagufia i Romero
(1981) . Aquests anticossos posen de manifest l’existéncia d’antigens
comuns o, si més no, de determinants antigénics comuns (epitops) en

aquests tipus cel.lulars.

Per exemple, una d’aquestes relacions antigéniques la presenta
el MAb TF-17.1 (o TCAV-1l), descrit ampliament per Espinosa (1993), del
mateix grup de treball, qgue relaciona les cél.lules epidérmiques de la
faringe 1 la gastrodermis (fig. 39). Segons les descripcions fetes per
aquest autor, no totes les ceél.lules de 1l'’epiteli faringi sén
immunoreactives amb aquest MAb (veure Espinosa, 1993, per a una
descripcid complerta). Estudis fets amb posterioritat als treballs de

Fig. 39: Immunotincidé en cél.lules de l’epiteli faringi amb el Mab TEPI-17.1
(TCAV-1). A) Seccid sagital en parafina. Métode de deteccid: anticds secundari lligat
a flouresceina (FITC). 100x. B) Seccid sagital en parafina. Métode de deteccié: ABC
lligat a HRP. 400x, contrast interferencial. C) Seccid semifina de porcié proximal de
faringe. Métode de deteccid: anticos secundari lligat a or coloidal; amplificacid de
senyal amb nitrat de plata. 1000x. D) Seccid semifina de porcié distal de faringe.
Métode de deteccid: anticds secundari lligat a or coloidal; amplificacidé de senyal amb
nitrat de plata. 1000x. a, anterior; p, posterior; £, faringe; cf, cavitat de la
faringe; 1f, lumen faringi; sageta prima, cél.lules de l’epiteli faringi immunoreactives
a TEPI-17.1; sageta gruixuda, cél.lules de l’epiteli faringi no immunoreactives a TEPI-

17.1; punta de sageta, autofluorescéncia dels rabdits.
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Fig. 40: Immunotincié en cél.lules ectodérmiques i mesodermigques amb el MAb TT-

7.1. Seccidé sagital d’organisme inclos en parafina. Métode de deteccid: anticos
secundari 1l1lligat a fluoresceina (FITC). 100x. g, gastrodermis (mesoderm) no

immunoreactiva a TT-7.1.
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Cal aclarir que no tots els anticossos englobats dins aquest grup
han estat portats a la monoclonalitat, i per tant pot ser que alguns
d’ells siguin fruit de la preséncia de dos hibridomes productors en un
mateix pou de cultiu. També cal remarcar que el fet de trobar dos tipus
cel.lulars diferents amb marcatge immunoldgic produit per un mateix
anticds o MAb no garanteix que tots dos comparteixin la mateixa
molécula, sino tant sols que tenen epitops que sén reconeguts pel
mateix anticds o MAb.

A la figura 41 es resumeixen les relacions antigéniques entre
tipus cel.lulars diferents, tenint present el dubte exposat al paragraf
anterior.

TIPUS CEL.LULARS

ANTIGENICAMENT RELACIONATS POSSIBLE RELACIO
goblet - ciandfiles secrecidé de mucopolisacarids
goblet - epidérmiques dorsals caracter "epitelial"

(endoderm - ectoderm

gastrodérmiques - epidérmicues caracter "epitelial"
(endoderm - ectoderm)

goblet - perenquimatigques vesicules i inclusions
cianofiles - gastrodérmiques vesicules i inclusions
secretores - epidérmiques origen - desti de la secreciéd
epidérmiques de la faringe - caracter d’epiteli digestiu i
gastrodermiques continuitat de teixit
epidérmiques de la faringe - origen - desti de la secrecid
cianofiles
epidérmiques - lamina basal situacid
nervioses - gastrodérmiques caracter "epitelial"

(ectoderm - endoderm) i
neuropeéptids i neurohormones
comuns (Gustafsson i Reuter,

1990)

totes exepte gastrodérmiques ectoderm i mesoderm, perd no
endoderm

Fig. 41: Relacions antigénigues entre tipus cel.lulars diferents.
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19.5 - Anticossos amb especificitat subcel.lular

19.5.1 - Anticossos especifics de lamina basal

S'han obtingut anticossos que no mostren especificitat per cap
tipus ni subtipus cel.lular de planaria, siné que ho fan amb
estructures subcel.lulars. Catorze d'ells immunoreaccionen amb la
lamina basal (fig. 42, MAb TMB-13.1) i presenten el mateix patrd de
marcatge observat en seccions d’organismes inclosos en parafina.

19.5.2 - Anticossos especifics de nucli i DNA

S'han detectat 6 anticossos que mostren especificitat pels nuclis
de totes les cél.lules, presentant tots ells el mateix patrd de
marcatge (fig. 43, MAb TNU-46).

Un d’ells, el TNU-46, ha estat portat a la monoclonalitat i s'ha
determinat la naturalesa de 1l‘antigen reconegut. En tractar homogenat
total de planaria amb proteases, fixar-lo en membranes de
nitrocel.lulosa i immunodetectar-lo amb el MAb en qiiestid, no s’cbserva
cap disminucidé en la senyal obtinguda, sino que fins i tot i ha un
lleuger increment de coloracid. En canvi, en tractar 1’'homogenat amb
DNAases, la senyal desapareix totalment (fig. 44). Aixi mateix, en
fixar, a la mateixa concentracié, DNA de diferents espécies a la
membrana (Dugesia (G)tigrina, Dugesia(S)mediterranea, Drosophila
melanogaster, DNA d’'esperma de salmé, huma, i del fag lambda),
s’'observa que tots ells sén detectats igualment per l’anticods (fig.
44) . D'aguests resultats es desprén que el MAb TNU-46 és especific de
DNA, i per aix0 s’observa immunoreaccidé a tots els nuclis (fig. 43).
No s'ha assajat la naturalesa de l’antigen reconegut pels altres
anticossos amb especificitat histoldogica i cel.lular pels nuclis, i per
tant no es sap si reconeixen també DNA o si immunoreaccionen amb altres
mol.lécules nuclears.
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Fig. 42: Immunotincidé en lamina basal amb el MAb TMB-13.l1l. Seccid sagital
d’organisme inclés en parafina. Métode de deteccidé: ABC lligat a HRP. 400x. e,
epidermis; 1m, lamina basal.

Fig. 43: Immunotincié en nuclis amb el MAb TNU-46. Seccid sagital d‘organisme
inclés en parafina. Métode de deteccid: ABC lligat a HRP. 1000x. e, epidermis; n, nucli.
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TNU-46 TNU-46
+ (2] D.t. @
DNAasa D.m. &
Pasa E ® salmo ©
huma ®

fag A .'!

Dr.m. ®

Fig. 44: Immunodot del MAb TNU-46. A) Dot-blot d’homogenat total de planaria
incubat amb proteasa i DNAasa. B) Dot-blot de DNA de diferents espécies d’organismes.
+, fixacid a filtre d’homogenat total de planaria incubat amb tampd d’actuacid de DNAasa
i de pronasa E; DNAasa, homogenat total de planaria incubat amb DNARasa; Pasa E,
homogenat total de planaria incubat amb pronasa E; D.t., DNA de Dugesia(G)tigrina; D.m.,
DNA de Dugesia(G)mediterranea; salmé, DNA d‘esperma de salmdé; huma, DNA huma; fag
lambda, DNA del fag lambda; Dr.m., DNA de Drosophila melanogaster.

19.6 - Anticossos amb especificitat regional

S’ha obtingut wun anticés, el MAb TCEN-49, que mostra
especificitat regional. Immunoreacciona amb un antigen present a la
regidé central de 1l'organisme, compresa entre la zona prefaringia i la
postfaringia, incloent-hi la faringe. Degut a la seva especificitat i
als resultats obtinguts durant el creixement, decreixement i
regeneracié a planaria ha estat el MAb més treballat, de manera que tot
l'apartat 21 esta dedicat a ell.
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20 - APLICACIO DELS ANTICOSSOS GENERATS EN
REGENERACIO

Els Mabs han esdevingut unes eines uUtils, versatils i precises
per l'estudi de 1la regeneracid, degut principalment a 1l‘alta
especificitat per la molécula amb la gue immunoreaccionen (veure
l'apartat 5). Com a tals, han estat utilitzats amb éxit per diversos
grups. A aquest efecte es poden destacar els treballs relitzats en
hidra per Dunne i col. (1985), que obtenen MAbs especifics de
subpoblacions de cél.lules de la xarxa nerviosa, per Schawaller i col.
(1988) amb MAbs especifics de péptid HA ("head activator") o Heimfield
i col. (1990) que empren MAbs especifics de tentacles i cél.lules
epitelials de la columna corporal, o en altres organismes com els
escarabats (Denburg, 1989), en carpa (Vielmeter i col., 1991) o en
tritd (Goldhamer, 1989), entre molts altres.

Amb els anticossos que s'han obtingut, descrits a l1l’apartat 19,
es disposa d‘un nombre suficientment elevat d’anticossos com per
abordar amb éxit diferents problematiques de la regeneracid, encara que
seria de gran utilitat disposar dfanticossos amb determinades
especificitats poc o no representades (veure Discussid).

20.1 - Anticogssos monoclonals especifics de ceél.lules
musculars

Durant el procés de la regeneracid, el primer fenomen que esdevé
és la cicatritzacid de la ferida, que s'’inicia amb una forta contraccid
muscular 1 el cubriment d‘aquella per 1l’estirament de 1’antiga
epidermis (Sald, 1984). En observacions fetes amb microscopia oOptica
i electrodonica, s'ha vist que la musculatura adjacent a la zona de la
ferida es contrau fortament des del primer moment i aproximadament fins
les 24 hores per tal de disminuir al maxim l‘area no protegida per
l’epidermis. L‘augmentant de la proximitat entre l‘epidermis ventral
i dorsal permet un nou contacte entre elles responsable de la
cicatritzacid de la ferida (per una descripcidé del procés, veure Sald,
1984; M. Ribes, comunicacié personal).
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Els MAbs especifics de cél.lules musculars representen una nova
eina de cara a aquests estudis, ja gue suposen una manera directa de
visualitzar agquest fenomen en permetre diferenciar les fibres musculars
de la resta de teixits. En la fig. 45 es poden veure diversos estadis
d’acquest procés, immunodetectats amb el MAb TMUS-13, on s’observa la
forta contraccié muscular a 1l'inici de la cicatritzacid, amb la
formacié d‘un tupit entremat de fibres musculars a la zona de la
ferida, seguida d‘una posterior relaxacidé. A més a més, amb el MAb
TMUS-46.2, especific de fibres musculars longitudinals, es podria fer
una distincid entre aquestes fibres i la resta de fibres musculars de
l’organisme per tal d’esbrinar fins a quin punt intervenen les
diferents fibres en aquesta contraccid.

Un cop format el blastema de regeneracid, les noves fibres
musculars poden provenir de la zona adjacent al blastema, per
allargament de les fibres madures ja pre-existents en aquesta zona, o
bé formar una nova estructura muscular dins el blastema a partir de la
diferenciacid de neoblasts que contacteria amb les fibres pre-existents
de la zona adjacent al blastema. L’uUs d’aquests MAbs pot contribuir a
aportar dades sobre agquest tema, un dels aspectes clau de la formacid
del nou patrd d’estructures.

Fig. 45: Immunotincié amb el MAb TMUS-13 en organismes regenerants. Seccions
sagitals d’organismes inclosos en parafina. Métode de deteccid: ABC lligat a HRP. 200x.
A) 12 hores de regeneracidé. Forta contraccié muscular en la zona de la ferida per
disminuir la superficie desprovista d’epidermis i permetre la formacié de l’epiteli
cicatricial. B) 24 hores de regeneracidé. Inici de la relaxacid muscular un cop format
l’epiteli cicatricial. C) 48 hores de regeneracidé. Musculatura practicament relaxada i
progressiu engruiximent de l‘epiteli cicatricial. zf, zona de la ferida; e, epiteli; ec,
epiteli cicatricial; m, fibres musculars; sageta prima, contraccié de la musculatura;

sageta gruixuda, relaxacié de la musculatura.

Fig. 46: Immunotincié en organismes regenerants de nivell E a 4 dies de
regeneracié. Seccié sagital d’organisme inclés en parafina. Métode de deteccid: ABC
lligat a HRP. 400x. a, anterior; p, posterior; f, faringe; cf, cavitat de la faringe;
sageta, immunoreaccid en cél.lules amb morfologia de neoblasts. Fotografia obtinguda per
Ll. Espinosa.
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En aquest sentit, el MAb TMUS-13 ha estat emprat per Espinosa
(1993) en la seva Tesina de Llicenciatura sobre la regeneracid de la
faringe. El motiu dfutilitzar aquest MAb resideix en el fet que la
faringe és un organ amb una alta preséncia d'aquest tipus cel.lular
(veure Espinosa, 1993, pels diferents aspectes del tema). En els
resultats d’'aquest treball s’observa, com un dels trets més
significatius, la preséncia de cél.lules amb morfologia de neoblast amb
immunoreaccidé front TMUS-13 en el primordi de la faringe (blastema de
regeneracidé intern que ddéna lloc a la faringe) (fig. 46), i no
s’'observa la presencia de fibres musculars de la zona pre-existent
penetrant a l'interior d'aquest primordi. Per tant es pot considerar
que la musculatura de la faringe es forma "de novo" dins el primordi
de la faringe (Espinosa, 1993). Aguests resultats clarifiquen les
observacions fetes amb macerats cel.lulars immunotenyits amb aquest
anticos (apartat 19.2.5) en les que s’intuia, de forma no massa clara,
la preséncia de cél.lules immunoreactives amb morfologia de neoblast.

Cap al cingué-sisé dia de la regeneracid faringia es ddna el pas
de ceél.lules immunoreactives amb morfologia de neoblast a ceél.lules
immunoreactives amb morfologia de cél.lules musculars.

20.2 -~ Anticossos monoclonals especifics de cel.lules
epidéermiques

Tal i com es descriu breument a l‘apartat 20.1, la cicatritzacid
de la ferida prévia a la regeneracidé i formacidé del blastema es déna
per un recobriment de la zona afectada per part de l’'epidermis de les
zones adjacents, que queda completada als 30-45 minuts en forma d’'un
epiteli cicatricial de 1 pum de gruix (Salé, 1984; Ribas i Baguifia,
1986). S’'ha utilitzat un MAb especific de cel.lules epidérmicues, el
TEPI-53.1, per tal de fer un seguiment de la cicatritzacié de la ferida
per part de l’epidermis. De la mateixa manera que en el cas de
cél.lules musculars, suposa un metode rapid, directe i de facil
visualitzacidé per aquests tipus d’estudis. Els resultats obtinguts
confirmen plenament les descripcions fetes per Saldé (1984) i Ribas i
Bagufia, 1986), en el sentit de que la cicatritzacid es veu completada
als 30 minuts després de la formacidé de la ferida.

L'anticos TEPI-17.1, especific de cel.lules epidérmiques dorsals,
pot ser utilitzat durant el procés de recobriment de la ferida per part
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de l’epidermis per aportar noves dades sobre el model de formacid del
patré proposat per Chandeboise (1980), segons el qual el recobriment
diferencial de la ferida per part de 1l’epidermis dorsal o ventral en
regenerants cefalics o caudals respectivament induiria la formacié de
les estructures cefaliques o caudals en cada cas (models d’interaccions
cel.lulars entre regions frontera, apartat 2.2).

Dos MAbs especifics de 1l'’epidermis de la faringe (TF-17.1 i TF-
22.2, o TCAV-1 i TCAV-2, respectivament) han estat emprats per Espinosa
(1993) per fer un seguiment de la regeneracidé de la faringe, posar de
manifest els estadis de diferenciacidé d’aquest tipus cel.lular i
mostrar la seqiéncia de determinacié/diferenciacié. Aquesta seqiiéncia
ha resultat ser proximodistal (en sentit anteroposterior) en el cas de
regeneracid cefalica (Espinosa, 1993; Bueno i col. 1994b).

20.3 - Anticossos especifics regionals

El MAb especific regional obtingut, TCEN-49, ha resultat ser una
eina molt Util per aportar dades noves respecte els mecanismes de
regeneracid, establiment i manteniment de la polaritat a planaria;
tanmateix ha permés conéixer una de les molécules implicades. Tots
aquests resultats estan exposats a l‘apartat 21.

20.4 - Anticossos monoclonals especifics d’altres tipus
cel.lulars

Set MAbs especifics de cél.lules cianofiles de la faringe (TF7.1,
TF-7.2, TF-9.1, TF-9.2, TF-9.3, TF-13.5 i TF-15, o TF-1, TF-2, TF-3,
TF-4, TF-5, TF-6 i TF-7 respectivament) han estat utilitzats per
Espinosa (1993) per fer un seguiment de la regeneracié a faringe. No
han estat uns marcadors Utils pels primers estadis de regeneracid donat
que els antigens reconeguts sén d’aparicidé molt tardana (cap el 6° dia
de regeneracid). La diferenciacid d’aquest tipus cel.lulars es produeix
quan les estructures estan ja practicament formades (Bagufia, 1973;
veure Espinosa, 1993, per a una descripcié i discusié amplia del
marcatge d'aquests anticossos).
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Per tal d’establir la seqgliéncia de determinacidé/ diferenciacid
de les cél.lules i estructures durant la regeneracidé , tant dins com
fora del blastema de regeneracid, es poden utilitzar els anticossos ja
esmentats en aquest apartat 20 o d‘altres (especifics de ceél.lules
nervioses, gastrodermiques, goblet, etc...; fig, 26), seleccionant de
els més Utils en funcid del patrd de marcatge, temps, lloc d’aparicié
de l’antigen reconegut en la regeneracid, versatilitat teécnica, i
possibilitat de combinacidé amb altres anticossos o, fins i tot, amb
altres marcadors (veure apartat 4). Es per aixo gue tots els hibridomes
productors d’anticossos especifics obtinguts estan crioconservats en
N, liquid, col.leccionats en una llibreria (MAbsteca) amb totes les
dades 1 referéncies que es tenen.
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21 - TCEN-49, L’ANTICOS MONOCLONAL QUE DETECTA
REGIONS MOLECULARMENT RESTRINGIDES EN
PLANARIA

21.1 - L’anticos monoclonal TCEN-49

El Mab TCEN-49, al qual s’ha fet ja referéncia als apartats 19.6
i 20.3, ha estat obtingut en la fusidé F-48, feta amb limfocits B
provinents d‘una melsa de ratoli immunitzat amb homogenat d‘una
poblacié cel.lular enriquida en neoblasts 1 absorbit sobre una
combinacidé de 15 MAbs especifics de cél.lules secretores de freqglient
aparicidé (apartats 7.2.4, 7.2.5, 7.2.8 i 7.2.1). El méetode utilitzat
ha estat 1’habitual (apartat 18.1).

En el crivellatge post-fusid sobre seccions d’organismes inclosos
en parafina es va detectar marcatge restringit unicament a la =zona
central (respecte l’eix a/p) de planaria. Es va considerar que podria
tractar-se d’un anticds interessant donat el seu aparent marcatge
regional 1 wva ser clonat. En els crivellatges posteriors es va
confirmar el seu caracter regional (apartat 21.2), i es va assolir la
seva monoclonalitat (segons els métodes de l'apartat 9.7) es wvan
iniciar les immunodeteccions sobre seccions semifines, ultrafines i
sobre altres espécies de planaria (apartat 21.2). S'ha assajat també
sobre seccions d’organismes de diversa llargada (apartat 21.3) i sobre
organismes regenerants (apartat 21.4).

Finalment, s’'han fet provatures d’'alteracid del patréd d’'expressid

de TCEN-49Ag (segons la nomenclatura de l’apartat 16) (apartat 21.5)
i s'ha procedit a la caracteritzacid basica del mateix (apartat 21.6).
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21.2 - Descripcié del marcatge de TCEN-49 en organismes
intactes

21.2.1 - Seccions d’organismes inclosos en parafina

Totes les seccions d’organismes inclosos en parafina emprades en
el crivellatge provenen dfexemplars fixats amb paraformaldehid 4% en
PBS. Aquest fixador, malgrat ser el més "universal" de tots els
assajats en qiestions d’immunodeteccid no preserva massa bé
l’estructura histologica (apartats 12.1, 22.2.2). El primer que es va
fer va ser buscar un fixador alternatiu que millorés la histologia
sense que aixo impligués una disminucié acusada del marcatge
immunologic (aprtat 12.1). El fixador gque millor resultat ha donat pel
cas concret del MAb TCEN-49 és un fixador tipus Karnowsky, amb un 3%
de paraformaldehid i un 0.025% de glutaraldehid en PBS a pH 7.0. Tots
els resultats referents a seccions tant d’organismes inclosos en
parafina com en Lowicryl (semifins i ultrafins) han estat obtinguts amb
organismes fixats amb aquest fixador segons els protocols descrits a
l’apartat 12.

A) Immunotincidé de seccions sagitals

La immunotincié amb el MAb TCEN-49 de seccions sagitals mostra
la restriccid de 1l’antigen reconegut en una area situada en el centre
de 1l'organisme, entre la zona prefaringia i la postfaringia, incloent
tota la faringe 1 el parénguima corporal que l’envolta (fig. 47).
Aparentment totes o gairebé totes les cél.lules presents en 1l’area
central presenten l’antigen, mentre que cap cél.lula fora d’ella el
presenta. Amb aquesta dada, 1 segons els criteris dels tipus
d’especificitat basica establerts a l’apartat 19, se 1li ha assignat la
classificacié de MAb amb especificitat regional.

Fig. 47: Immunotincié amb el MAb TCEN-49 en organismes adults intactes.
Seccions sagitals incloses en parafina. Métode de deteccid: ABC lligat a HRP. A) Secciéd
lateral de planaria (respecte l‘’eix lateral) (40x). B) Seccidé central de planaria
(respecte l‘eix lateral) (40x). C) Limit anterior de la immunoreaccié (200x). D)
Ampliacié de la zona immunoreactiva (1000x). a, anterior; p, posterior; d, dorsal; v,
ventral; u, ull; £, faringe; dv, diverticle intestinal; cn, cordd nerviés; se, cél.lula
secretora cianéfila; n, nucli; ra, regié anterior; rc, regidé central; rp, regid
posterior; sageta, limit de marcatge. Observi’s que el limit de marcatge no respecta els

limits tissulars (fig. C, diverticle intestinal, cordons nerviosos)
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L'area que presenta immunoreaccidé és TCEN-49Ag(+) (es a dir, és
immunoreactiva front TCEN-49 i per tant presenta l’antigen) i les dues
arees que no presenten immunoreaccid sén TCEN-49Ag(-) (es a dir, no sén
immunoreactives front TCEN-49 i per tant no presenten l’antigen). En
els limits existents entre l1’area TCEN-49Ag(+) i les arees TCEN-49Ag(-)
no s’observa cap tipus d’estructura morfologica, tissular ni cel.lular
que els justifigqui. Tampoc s'observen diferéncies morfoldogiques entre
les cél.lules situades a ambdds costats del limit (TCEN-49Ag(+) i TCEN-
49Ag(-)). Aquest és extraordinariament rectilini i1 no respecta els
limits imposats pels diferents tipus de teixits (nervids, muscular,
parenquimatic i gastrodermic) (fig. 47 C).

En base a la frontera establerta entre les arees no
immunoreactives (la cefdlica o anterior i la caudal o posterior) i
l’area immunoreactiva (la central) es poden establir tres regions en
sentit a/p a planaria: una regid anterior TCEN~4éAg{~), una regiod
central TCEN-49Ag(+) i una regid posterior TCEN-49Ag(-) (fig. 47 i 48).
Aquestes tres regions sén complementaries de les establertes per
Bronsted (1969) i Bagufia (1973) en base a criteris morfoldgics més o
menys laxes. Segons aquests criteris, les regions definides a planaria
en agquest mateix sentit serien 5: una regidé cefalica, una prefaringia,
una faringia, una postfaringia i una caudal (fig. 48). La regid central
definida per la preséncia/abséncia de marcatge amb TCEN-49 ocuparia
tota la regidé faringia, part de 1la prefaringia i part de la
postfaringia.

La diferéncia entre unes 1 altres regions ve donada, en
definitiva, pels criteris utilitzats en la seva definicid:

- preséncia/abséncia de determinat antigen regional, amb uns
limits ben definits, i que estableix regions restringides molecularment

- criteris morfoldgics, més laxes i amb uns limits de
localitzacid ambigua, pero amb transfons detectable durant fenomens de
regeneracid, creixement i decreixement (Bagufia, 1973; Sald, 1984).

En fer talls sagitals seriats, s’observa que els més externs de
la seéerie, els quals corresponen a les vores de 1'’organisme, no
presenten marcatge. Aquests representen un 15%-25% del total de
seccions de l’organisme (7.5%-12.5% a cada lateral). La zona de la

regié central que no presenta marcatge esta representada a la figura
48.
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REGIONS DEFINIDES PER REGIONS DEFINIDES PER
CRITERIS MORFOLOGICS CRITERIS MOLECULARS (TCEN-49Ag)
B =¥
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anterior
prefaringia —
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_#‘
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Fig. 48: Esquema de les regions definides a planaria. esguerra, regions
definides segons criteris morfologics; dreta, regions definides segons criteris
moleculars; sombrejat, zona immunoreactiva a TCEN-49; ratllat, limits entre regions

dificils de definir.

El marcatge de TCEN-49 no és uniforme en tota la regid central.
S’'ocbserven algunes ceél.lules amb morfologia de secretores amb un
marcatge molt més intens que la resta de ceél.lules (fig. 47). Aquestes
es troben disperses pel parénquima i la faringe amb una posicié
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preferent subepidérmica en el parénguima corporal, i central en la
faringe (entre l’epiteli extern i el del lumen). En els limits de la
regié central, on el marcatge és encara més suau, s’'observa
immunoreaccié en nuclis (fig. 47). Si s’augmenta la dilucid de
l‘anticds per disminuir la intensitat del marcatge, s'observa
immunoreaccid en tots (o gairebé tots) els nuclis de la regid central.

B) Immunotincidé de seccions transversals

La immunotincié de seccions seriades transversals (fig. 49)
corrobora totes les observacions fetes amb seccions seriades sagitals.
Totes o gairebé totes les ceél.lules de la regid central presenten
l’antigen excepte en les vores laterals. Els limits de marcatge entre
les vores laterals no immunoreactives (un 15%-25% de 1l'amplada total)
i la zona central immunoreactiva (un 75%-85% de l‘amplada total) sdén
rectilinis. També s’observen les diferéncies d‘intensitat de marcatge
entre els diferents tipus cél.lulars de 1la regid (sent més
immunoreactives algunes ceél.lules amb morfologia de secretores) i el
marcatge en nuclis (fig. 49) (sense que es detectin mai nuclis

immunoreactius fora la regid central).

Els limits anterior i posterior de la regidé central, malgrat ser
rectilinis en cada seccid sagital concreta (fig. 47), no ho sén a
nivell del volum de la planaria. Aquests limits formen un casquet que
s’extén lleugerament en direccid anterior en el limit entre la regiod
central i l’anterior, 1 en direccidé posterior en el limit entre la
regid central i la posterior (tal i com esta esquematitzat a la figura
48), donant un volum que segueix la forma de l’organisme amb els limits
esmentats.

Fig. 49: Immunotincié amb el Mab TCEN-49 d‘organismes adults intactes. Seccions
transversals incloses en parafina. Métode de deteccid: ABC lligat a HRP. A) Seccid a
nivell de la faringe (200x). B) Seccidé a nivell de la prefaringe (200x). C) Seccid a
nivell del limit anterior de la regidé central. D) Ampliacié de la zona immunoreactiva
(1000x). E) Ampliacidé de la regid anterior (no immunoreactiva) (1000x). d, dorsal; v,
ventral; f, faringe; 1f, lumen faringi; cf, cavitat de la faringe; e, epidermis (no
immunoreactiva); di, diverticle intestinal (branca anterior); sc, cél.lula secretora
ciandéfila; n, nucli; sageta, vores laterals de la regid central no immunoreactives;

punta de sageta, limit anterior de la regid central.

196



Resultats

197



Resultats

C) Immunotincid de seccions d’altres races i espécies de planaria

S’'han fet immunotincions amb TCEN-49 en talls sagitals de totes
les espécies de planaria esmentades a 1’apartat 6.1 per veure si el
determinant antigénic reconegut per aquest MAb és comu a totes elles.

De totes elles sols Dugesia(S)polychroa, del mateix geéenere que
Dugesia (G)tigrina perd del subgénere Schmidtea en lloc de Girardia, ha
donat immunoreaccid positiva envers aquest MAb. El patré de marcatge
que s’'obté en aguesta espécie és similar al descrit per D.tigrina, amb
algunes cél.lules amb més intensitat de marcatge que altres (sempre amb
morfologia de cél.lules secretores) i amb immunoreaccié als nuclis. La
immunoreactivitat es troba també restringida a la regid central de
l’organisme, sent també TCEN-49Ag(+) (fig. 50).

Hi ha algunes diferéncies en el marcatge entre aguestes dues

espeécies:

- la grandaria de la regidé central és menor en Dugesia(S)
polychroa (un 25% menor aproximadament)

-~ la intensitat del marcatge és menor en aquesta especie.

Aixi mateix, també s’'ha detectat la preséncia de TCEN-49Ag en
organismes de la raca sexuada de l'espécie Dugesia(G)tigrina. El patré
de marcatge que presenta agquesta raca és exactament el mateix que el
descrit per la raca asexuada, tant a nivell de les cel.lules
immunoreactives com a nivell de la regidé que s’estableix i les seves
dimensions.

Fig. 50: Immunotincié de Dugesia(S)polichroa amb el MAb TCEN-49. Seccions
sagitals incloses en parafina. Métode de deteccidé: ABC lligat a HRP. A) Regid central
immunoreactiva (200x). B) Detall de la zona immunoreactiva (400x). a, anterior; p.
posterior; d, dorsal; v, ventral; £, faringe; cf, cavitat de la faringe; sc, cél.lula

secretora ciandfila; n, nucli.
Fig. 51: Immunotincié amb el MAb TCEN-49. Organisme processat "in toto". Métode

de deteccié: Anticos secundari lligat a fluoresceina (FITC). a, anterior; p, posterior;

u, ulls; 1f, lumen faringi; rc, regid central.
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21.2.2 - Planaries processades "in toto"

S'han realitzat immunodeteccions en planaries processades "in
toto" per comprovar la forma general que pren la regidé central.
Aquestes immunotincions s'han fet segons els procediments descrits i
refenciats en 1l’apartat 12.4. Mostren de forma globalitzadora les
dimensions generals que té la zona d’'expressié de TCEN-49Ag (fig. 51)
sent igual a les descrites a 1l’apartat 21.2.1 mitjancant la
reconstruccidé de seccions seriades sagitals 1 transversals.

21.2.3 - Macerats cel.lulars

La immunotincid sobre cél.lules macerades feta segons els
procediments de 1l’apartat 13.2, visualitzada amb anticossos lligats a
or i amplificant la senyal amb precipitats de plata, confirma les
observacions fetes sobre seccions 1 aporta noves dades sobre els tipus
cel.lulars que presenten 1l’antigen.

Quan es maceren regions centrals de planaria i s’immunotenyeixen
amb TCEN-49 s’'observa que gairebé totes les cel.lules presenten
immunoreaccid front agquest MAb (fig. 52). L’unic tipus cel.lular que
no presenta marcatge sén les cél.lules del teixit epidérmic. En la
resta de tipus cel.lulars gue sén presents en aguesta regid s'observa
immunoreaccid positiva, excepte en aguelles cél.lules que provenen de
les vores laterals de la regid central (que sén TCEN-49Ag(-)). Quan es
maceren regions anteriors 1 posteriors de planaria i s’immunotenyeixen
amb TCEN-49 no s'’observa marcatge en cap cél.lula.

Fig. 52: Immunotincié de cél.lules macerades amb el MAb TCEN-49. Métode de
deteccid: anticds secundari lligat a or coloidal amb amplificacidé de senyal amb nitrat
de plata. A) Immunoreaccid en macerats cel.lulars de regid central (200x). B) Macerats
cel.lulars de regid anterior i posterior (no immunoreactius). Control negatiu (200x).
C) i D) cél.lules cianofiles de regid central fortament tenyides (1000x). Observi’s les
prolongacions caracteristiques d’aquest tipus cel.lular. E) Immunoreaccid en cél.lules
no secretores ciandfiles de regid central (1000x). Observi’‘s el marcatge a nivell de la
membrana nuclear (sageta). F) Ampliacié de B (control negatiu) (1000x). n, nucli;

sageta, marcatge nuclear.
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Amb aquesta metodologia s'‘observen diferencies en el grau de
marcatge entre els diferents tipus cel.lulars. Les cel.lules secretores
cianofiles, identificades segons la morfologia (Bagufia i Romero, 1981;
Romero, 1987), presenten un nivell de marcatge clarament superior a la
resta de ceél.lules (fig. 52). Es corresponen amb les cel.lules amb més
tincidé observades en seccions d'organismes inclosos en parafina.
Aquesta immunoreaccid s’ocbserva a nivell del citoplasma, sent dificil
discriminar si és present també en nucli degut a la gran intensitat de
marcatge.

La resta de cél.lules presenta un nivell d’'immunoreaccid baix en
citoplasma. No presenta cap marcatge en 1’interior del nucli, perod
s’'observa una alta immunoreactivitat a nivell de la periferia del
mateix, aparentment a nivell de la membrana nuclear o en zones properes
a la mateixa (fig. 52). No és possible discriminar en immunotincions
de cél.lules macerades si agquest marcatge es ddéna a la part interna o
externa de la membrana nuclear.

21.2.4 - Seccions semifines

La immunodeteccidé de TCEN-49Ag sobre seccions semifines s’'ha fet
seguint els protocols descrits a l‘apartat 12.3.2, fixant trossos
d’organismes provinents de la zona del parénquima corresponent a la
regid central i de la faringe. Com a control negatiu s’'han utilitzat
trossos d’'organismes provinents del parénguima de la cua, dins la regid
posterior (TCEN-49Ag(-)).

Fig. 53: Immunotincié de seccions semifines amb el MAb TCEN-49. Métode de
deteccid: anticés secundari llidat a or coloidal; amplificacidé de senyal amb nitrat de
plata. 1000x. A) Faringe. B) Parénquima corporal (regid central). C) Parénquima corporal
no immunoreactiu (regid® anterior). Observi’s el marcatge inespecific en els rabdits
(sageta prima). sc, cél.lula secretora ciandfila; sageta gruixuda, tendéncia del
marcatge a seguir els limits cel.lulars i nuclears; sageta prima, marcatge inespecific
en rabdits.
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En els controls negatius s’observa marcatge inespecific (és a
dir, immunoreaccid no deguda a la preséncia de TCEN-49Ag) uUnicament en
els rabdits de 1les cél.lules rabditiques (fig. 53), tant si les
seccions s‘han incubat amb anticos 1* i 2% o solament amb 23,
Prescindint d’aquest marcatge, s’observa forta immunoreaccidé en
cél.lules amb abundants prolongacions, tant en el paréngquima com en la
faringe (fig. 53). Aquesta morfologia és caracteristica de céel.lules
secretores ciandofiles, i es correspon amb les ceél.lules fortament
tenyides cbservades en macerats cel.lulars i en seccions d’organismes
inclosos en parafina.

La resta de teixit presenta un marcatge difds amb una tendeéncia
a seguir els limits cel.lulars i les membranes nuclears (fig. 53) en
lloc d’'estar distribuit uniformement. S’'ocbserven alguns punts de
marcatge a l’interior de les cél.lules, perd amb una freqiiéncia molt
més baixa als ja descrits.

21.2.5 - Seccions ultrafines (microscopia electronica)

Les immunotincions amb el MAb TCEN-48 scobre seccions ultrafines
s'han fet seguint el procediment descrit a 1l’apartat 12.3.3. Emprant
aquests meétodes, la qualitat de la histologia obtinguda presenta
deficiéncies degudes a la utilitzacidé de fixadors suaus (tipus
Karnowsky, 3% paraformaldehid i 0.025% glutaraldehid en PBS) que
dificulten la interpretacidé de les imatges obtingudes. Quan s‘han
utilitzat fixadors més forts per millorar la qualitat histoldgica, la
immunoreactivitat s’ha vist fortament disminuida dificultant encara més
la interpretacid dels resultats obtinguts. A concentracions superiors
al 0.04% de glutaraldehid no es produiex immunoreaccid.

S'han processat simultaniament reixetes amb seccions ultrafines
provinents de:

- parénquima de regid central
- parénquima de regid posterior (cua)
- faringe.

Mostres d’aquests tres tipus de material s’'han processat
normalment, amb incubacié d’anticoés 1*** (TCEN-49) i 2*' (GAM-gold),
mentre que en altres s’‘ha substituit la incubacidé amb anticds 1**' per
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medi de cultiu sense anticossos. D’aquesta manera s’'han obtingut dos
tipus de controls negatius:

- el provinent de seccions de regié central i posterior no
incubades amb anticds 1!, que ens informen de 1la possible
inespecificitat deguda a 1l'anticos 2%

- el provinent de seccions posteriors (TCEN-49Ag(-)) processades
normalment (anticoés 1% i anticoés 2*'), que ens informa de la
inespecificitat deguda a tots dos anticossos.

En tots dos controls negatius el resultat ha estat practicament
el mateix, sense que s’observi cap inespecificitat localitzada en cap
estructura especifica. Tant sols s’observen algunes (molt poques)
particules d’or aillades. La diferéncia entre tots dos controls
negatius, mesurada segons el nombre de particules d'or visualitzades,
és inferior al 10%, indicant que la major part de la inespecificitat
ve donada per 1l'’anticods secundari o per particules d’or no lligades.
Quan es parli en aquest apartat dels controls negatius es fara
referéncia a tots dos tipus de negatius alhora, considerats en el seu
conjunt.

El marcatge amb TCEN-49 en seccions de parenquima de regid
central presenta les mateixes caracteristiques de marcatge gue en les
de faringe, i per tant sdén considerades també en el seu conjunt.

S'ha detectat la preséncia de marcatge en diversos tipus
cel.lulars i en diverses estructures subcel.lulars:

- granuls de secrecid de cél.lules secretores cianofiles

- nuclis de diversos tipus cel.lulars

- matriu extracel.lular

- vesicules citoplasmatiques no electrodenses en diversos
tipus cel.lulars

- citoplasma

- fibres musculars

A la figura 54 hi ha una relacié del marcatge detectat en
cadascuna d‘aquestes estructures, contabilitzat pel nombre de
particules d’or per cél.lula o estructura (en el cas de matriu
extracel .lular ve referit al nombre de particules d’or per la matriu
extracel.lular wvisible que envolta una cél.lula), comparat amb el
contatge de particules d’or detectades en les mateixes estructures en
els controls negatius (tamany de la mostra, 20 seccions de cada tipus).
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ESTRUCTURA PARENQUIMA I CONTROL
FARINGE REGIO NEGATIU
CENTRAL
(particules (particules
d’or/cél.lula o d'or/cél.lula o
estructura) estructura)
Granuls de cél.lules cianofiles 50/1 1/20
Nuclis (de diversos tipus 1/2 1/20
cel.lulars)
Matriu extracel.lular 1/10 0

Vesicules citoplasmatiques no
electrodenses (en diversos tipus 1/10 1/100
cel.lulars)

Citoplasma ' 1/5 1 /30

Fibres musculars 1/5 1/10

Fig. 54: Relacié del marcatge detectat per microscopia electronica en les

diferents estructures. Tamany de la mostra, 20 seccions de cada tipus.

A part dels tipus i estructures cel.lulars esmentats a la figura
54, no s'ha detectat cap més preséncia d’or en cap de les seccions.

Segons la relacid del marcatge de la figura 54, es pot considerar
que el marcatge en citoplasma i1 en fibres musculars és inespecific, ja
gue no hi ha diferéncies significatives entre els resultats del control
negatiu i el de les seccions de marcatge especific (en ambdds casos la
relacidé passa de 1/5 en seccions de marcatge especific a 1/10 en
controls negatius).

En tots els altres casos la relacid és molt més alta en les
seccions de marcatge especific. De totes maneres, en algunes de les
estructures gue presenten immunoreaccid positiva especifica, el nombre
de particules d’or detectades és molt baix degut al gruix de les
seccions (50 nm, és a dir 1/20 de les semifines i 1/200 de les
provinents d’inclusions en parafina), i a que a més a més no s’han
utilitzat agents permeabilitzadors quedant solament accessibles a
l’anticds els antigens que es troben a la superficie de la seccid.

Sota aquesta perspectiva es pot considerar com a marcatge
especific 1’observat en 1l’interior dels granuls de secrecidé de

206




Resultats

cél.lules cianofiles (fig. 55 A i B), corresponent a les cél.lules amb
més immunoreactivitat observades en seccions d’'organismes inclosos en
parafina, en seccions semifines i1 en macerats cel.lulars. Segons
l'estructura dels seus granuls de secrecid, aquestes c¢el.lules
pertanyen a les cél.lules secretores cianofiles de tipus 2 descrites
per Bagufia (1973). Agquests granuls, gque sén les estructures que
presenten una major immunoreactivitat, semblen ser de secrecid interna
tant per la seva situacid dins el paréncquima i la faringe com pel fet
que s’‘observa algun granul alliberant el seu contingut a 1’espail
intercel.lular (fig. 55 C i D).

En canvi, les ceél.lules ciandofiles amb altres tipus de granuls
de secrecid (Bagufia, 1973) no presenten immunoreaccié front agquest MAb
en les seves vesicules, perd si que en presenten en el seu nucli.

També és especific el marcatge observat en els nuclis de totes
les cél.lules gue componen el parénguima i la faringe. Aquest marcatge
es veu sempre associat a la cara interna de la membrana nuclear o meolt
aprop d‘ella, i coincidint sempre en regions rigues en heterocromatina
(fig. 55 K i L). No es pot afirmar que els nuclis de totes les
ceél.lules presentin marcatge ja qgue en les seccions observades hi ha
alguns que no en presenten. Els que no en presenten poden ser explicats
com pertanyents a cél.lules TCEN-49Ag(-) o bé com una conseqgiiéncia del
baix nombre de particules d’or detectades en aquesta estructura. Per
tant tampoc es pot afirmar que hagi nuclis gque no presentin marcatge.

Les particules d’'or observades en la matriu extracel.lular (fig.
55 E i F) també correspondrien a immunoreaccid especifica. El nombre
de particules d’or observades en aguest cas és més alt prop de les
cél.lules ciandfiles que ho presenten en els seus granuls de secrecid,
i va disminuint en allunyar-se. També s'han visualitzat particules d’'or
associades a la cara externa de la membrana plasmatica (fig. 55 G i H)
o molt aprop dfella. Degut a la dificultat en discernir si estan molt
aprop o associades a ella s‘'han comptabilitzat dins la matriu
extracel.lular.

Finalment, les particules d'or observades a 1’interior de
vesicules citoplasmatiques no electrodenses també correspondrien a
immunoreaccié especifica (fig. 55 I i J). Aquestes vesicules no
electrodenses han estat observades en el citoplasma de la majoria de
tipus cel.lulars que componen el parénquima en la regid central i la
faringe. En elles, les particules d’or acostumen a estar situades prop
de la membrana que envolta les vesicules.
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Fig. 55 (pag. anterior): Immunotincié en seccions ultrafines de regid
central amb el MAb TCEN-49. Métode de deteccid: anticods secundari lligat a or coloidal.
A) Marcatge en cél.lules secretores cianofiles de tipus 2 (11000x). B) Immunoreaccidé en
vesicules de secrecidé de cél.lules secretores cianofiles. Detall de A (71000x). C)
Marcatge en possibles productes de secrecid interna de cél.lules secretores ciandofiles
(71000x). D) Detall de la zona de secrecidé de C (210000x). E) Immunoreacid en matriu
extracel.lular (71000x). F) Camp general del marcatge de E (11000x). G) Marcatge en
matriu extracel.lular associat a la membrana cel.lular (2300x). H) Detall de la zona de
la immunoreaccidé de G) (71000x). I) Immunoreaccidé en vesicules poc electrodenses
(34000x). J) Camp general del marcatge de I (11000x). K) Immunoreaccidé en la cara
interna de la membrana nuclear, associada a heterocromatina (91000x). L) Camp general
del marcatge de K (11000x). n, nucli; sc, cél.lula secretora cianofila; me, matriu

extracel.lular.

El significat d‘aquest patrd de martcatge esta comentat 1
discutit ampliament a la Discussid, 1 se’l relaciona amb les dades
obtingudes en organismes regenerants 1 amb les caracteristiques de
TCEN-49%Ag.

21.3 - Canvis en la proporcionalitat de 1les regions
molecularment definides durant el creixement i
decreixement

Per calcular el volum total que representa la regid central,
definida com la regid TCEN-49Ag(+), respecte el volum total de planaria
i quines modificacions experimenta durant el creixement/decreixement
de l'’organisme (veure apartat 2.1 per a una revisidé d’'aquests
fendmens), s’'han fet seccions sagitals seriades d’organismes de diversa
llargada (5, 7, 9 i 1lmm).

Aquestes seccions seriades s'immunotenyeixen amb el MAb TCEN-49.
Amb un integrader d’‘arees (Kontron) es mesura 1’area de cadascuna de
les tres regions molecularment definides i 1l’area total de la secciéd.
Aquestes mesures es fan a una de cada quatre seccions per tenir una
mostra representativa de tot l’organisme. La integracié de totes les
arees d‘un organisme respecte l’'area total ens ddéna el volum de cada
regidé respecte el total (en %).

210



Resultats

En comparar el volum relatiu de cadascuna d’aquestes tres regions
en els organismes de diferent llargada s’observa que aquesta varia en
funcié de la longitud de 1’organisme:

- en organismes de 5 mm de llargada, la regid central representa
el 50% del volum corporal, l’anterior el 30% i la posterior el 20%.

- en organismes de 11 mm de llargada la regié central representa
el 40% del volum total, l‘anterior el 19% i la posterior el 41%.

- en organismes de llargada intermitja els volums relatius de
cadascuna de les tres regions es troben entre aquests valors extrems
(fig. 56).
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Fig. 56: variacions del volum de les regions molecularment definides en funcié

de la longitud corporal. Mostra: 10 organismes/longitud corporal.

Si considerem aquests volums relatius durant el procés de
creixement i decreixement, es veu que la regid central és la que
presenta una variacid menor, observant-se una lleugera disminucid del
volum relatiu d’aguesta regidé durant el creixement (alometria
negativa). La regid anterior presenta una variacid molt semblant a la
central i en la mateixa direccidé (alometria negativa). En canvi, la
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regié posterior presenta una variacid més acusada i en sentit invers
a les altres regions. Aquesta regidé augmenta el seu volum relatiu
durant el creixement (alometria positiva), sent duplicat en duplicar-se
la longitud total de 1l’organisme (fig. 56). Per tant, la regid caudal
és la que presenta major plasticitat incrementant o disminuint el seu
volum quan 1’organisme creix i decreix, respectivement (Baguifia, 1973).

Els canvis de proporcionalitat de les regions molecularment
definides per TCEN-49Ag podrien ser un mecanisme d’establiment del
patrd (posicionament correcte de les estructures) o bé podrien ser una
resposta de l’antigen front un mecanisme d’establiment del patrd
(reestabliment per ajustar-lo a les noves dimensions de l’organisme,
veure Discussid) .

21.4 - Aparicidé i modificacidé del marcatge de TCEN-49
durant la regeneracid

El MAb TCEN-49 pot ser un bon marcador per detectar el
reestabliment del @patré d’estructures durant la regeneraciod
principalment per:

- el caracter regional de la immunoreactivitat de TCEN-49% i, per
tant, de TCEN-49Ag (antigen) en organismes adults

- els canvis de posicionament observats durant el creixement i
decreixement que podrien indicar una resposta de l’antigen front un
mecanisme d’‘establiment del patrd o ser, ell mateix, una font de
posicionament (veure apartat 21.3 i Discussid).

Tanmateix podria indicar les possibles relacions existents entre
TCEN-49Ag i els mecanismes d’'establiment del patrdé.

Amb aquest proposit es decidi obtenir organismes regenerants en
diversos estadis de regeneracidé i en diversos nivells de tall, alguns
dins la regidé central i d’altres dins les regions anterior i posterior
(veure apartat 6.3, fig. 7). En regenerants de nivell A, A, A" i E la
regié central s‘ha de regenerar totalment (fig. 57); en els de nivell
C i F solament s’ha de regenerar una petita part (fig. 57); i en els
de nivell C i D s’'ha de regenerar la major part d’ella (fig. 57).
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Alguns dels nivells de regeneracid escollits (A, C, D i E) estan
descrits per Sald (1984), i els altres (A‘, A" i F) han estat
utilitzats per primer cop.

La temperatura de regeneracidé (22 °C en tots ells, i 17°C en
alguns casos concrets) i el procediment d’obtencié i manteniment dels
regenerants estan descrits a 1l'apartat 6.3.

1) Nivell E

Els regenerants cefalics obtinguts a nivell E (cues que regeneren
cap) estant constituits solament per la regid posterior (fig. 57) i no
conserven cap porcidé de la regid central en el moment del tall. Per
tant, han de reconstruir totalment la regidé central i l'’anterior.

L'aparicié de TCEN-49Ag en organismes a nivell E ha estat ja
utilitzat per Espinosa (1993) en la seva Tesina de Llicenciatura sobre
la regeneracid de faringe. Aquest autor el va emprar junt amb altres
MAbs per immunodetectar la localitzacié de la nova faringe abans que
aquesta es formés. Malgrat la descripcid de 1’evolucid del marcatge amb
TCEN-49 en aquest nivell de regeneracidé consti a 1’esmentada
referéncia, es tornara a descriure extensament donada la importancia
que té la visid conjunta de la regeneracid a diferents nivells i donat
que s'han obtingut algunes noves dades al respecte.

Entre les 24 i 36 hores de regeneracidé apareix la primera
immunoreaccidé de TCEN-49. Aquesta es ddbéna en l‘interior d’una unica
cel.lula, situada al postblastema i en el lloc on es formara (a les 24-
48 hores) o s'esta formant ja l‘actmul de cel.lules indiferenciades que
donara lloc al primordi de la faringe (fig. 57 i 58). Aquesta primera
cél.lula immunoreactiva presenta una morfologia semblant a les
cél.lules secretores ciandfiles, perdo sense les prolongacions
caracteristiques d’aquest tipus cel.lular madur.

El nombre de cel.lules immunoreactives va augmentant entre el 2°°
i 5% dia de regeneracié, sense que es detecti cap marcatge fora
d‘elles. Dins aquest periode i a mesura que va passant el temps, les
cél.lules immunorectives comencen a emetre prolongacions. Durant la
morfogénesi de la faringe (4** dia), queden situades en el seu
interior. Cap el 5* dia de regeneracié s’'immunodetecten algunes
d’aquestes cél.lules fora de la nova faringe emetent prolongacions en
sentit anteroposterior (i per tant proximodistal) (fig. 57 i 58).
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Fig. 57: Esquema de l’aparicié i evolucid del marcatge de TCEN-49 durant la
Immunoreaccidé en tots els teixits de la regid central
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regeneracié de planaria a 22°C i a diversos nivells de tall.
o Immunoreaccidé en cél.lules secretores ciandfiles
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Cap els dies 6* i 7® de regeneracié es comenca a detectar per
primer cop marcatge fora d‘aquestes cel.lules. A partir d’aquest
moment, i en un interval de 24 a 48 hores, es va detectant
progressivament immunoreaccié en totes les cel.lules gue constituiran
la nova regid central. Es comenga per les situades a l’interior de la
faringe i les que es troben en una posicidé més anterior dins el
parénquima corporal, avancant progressivament cap el seu extrem
posterior (fig. 57 i 58). Aquest avang anteroposterior es veu iniciat
sempre per prolongacions de cél.lules cianofiles i per noves cél.lules
ciandfiles TCEN-49Ag(+). La resta de teixits comencen a presentar
immunoreaccié amb posterioritat a l’expansid d’aquestes cél.lules
immunoreactives.

A partir del 10® dia de regeneracid s’assoleix novament una regid
central complerta amb la proporcionalitat que li correspon segons la
nova llargada de 1l’organisme (fig. 57).

2) Nivell D

Els regenerants cefalics obtinguts a nivell D conserven tota la
regid caudal i una petita part de la regid central (el 15%-20% de regid
central més proper a la posterior) en el moment del tall. Per tant, han
de reconstruir una nova regid anterior i ampliar la central, fent una
nova faringe.

En aquests regenerants es manté sempre un cert nivell
d’ immunoreaccidé, perd els canvis que experimenta 1'area, la
localitzacidé i el tipus de marcatge sdén molt extensos i rapids (la
seqiéncia d’aquests canvis esta esquematitzada a la fig. 57).

Fig. 58: Immunotincié amb TCEN-49 en organismes regenerants de nivell E.
Seccions sagitals incloses en parafina. Métode de deteccidé: ABC lligat a HRP. A) 1* dia
de regeneracidé (1000x). Marcatge en la primera cél.lula immunoreactiva (sageta). B) 3°°-
4" dia de regeneracidé (200x). Increment del nombre de cél.lules immunoreactives
(cél.lules secretores ciandofiles, sagetes) a la zona de formacié del primordi faringi.
C) 7* dia de regeneracidé (100x). Deteccié de marcatge fora de les cél.lules secretores
ciandfiles (punta de sageta). Increment de l’extensid de la regidé central iniciada per
expansié del marcatge en ceél.lules secretores ciandfiles (sageta). a, anterior; p,
posterior; d, dorsal; v, ventral; e, epidermis; f, faringe; pf, primordi de la faringe;
cf, cavitat de la faringe; sagetes, immunoreaccié en cél.lules discretes; punta de
sageta, immunoreaccidé en totes les cél.lules de la regidé central. S‘ha scbrerevelat la

immunoreaccié per detectar els marcatges febles.
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Durant les 12 primeres hores de regeneracidé no s'’observa cap
canvi en el marcatge llevat d'una petita disminucié en 1‘area ocupada
per TCEN-49Ag. En el periode de 12 hores compres entre les 12 hores i
el 1°f dia de regeneracidé desapareix totalment el marcatge excepte en
un petit grup de 5-12 cél.lules amb morfologia de secretores
cianofiles. Aquestes estan situades ventralment just sobre el sistema
nervids i1 en una posicidé molt anterior (fig. 59).

Aquest marcatge es manté fins el 2°" dia de regeneracidé. En aquest
moment, i1 en el lapse de temps que separa el 2° i el 2.5 dies de
regeneracié (12 hores), el grup de cél.lules TCEN-49Ag(+) emet
prolongacions en sentit anteroposterior desde la seva posicid fins a
la zona on s'’'esta formant el primordi de la faringe (fig. 59).

En les 12 hores segients (del dia 2.5 al 3% de regeneracid)
desapareix el marcatge en les cel.lules situades en posicid ventral-
anterior, aixi com de les seves prolongacions 1 comenga a ser
immunoreactiu un grup de 8-12 cel.lules situades en el primordi de la
faringe (fig. ©59). Aquest grup de cél.lules és equivalent al
visualitzat durant la regeneracidé de nivell E al 3% dia del procés.

Fig. 59: Immunotincié amb TCEN-49 en organismes regenerants de nivell D.
Seccions sagitals incloses en parafina. Métode de deteccid: ABC lligat a HRP. A) 1°F dia
de regeneracidé (200x). Disminucié de l/area immunoreactiva. Cél.lules immunoreactives
localitzades ventralment, just sobre els cordons nerviosos. B) 2°"-3°F dia de regeneracid
(100x) . Prolongacions de cél.lules secretores ciandofiles i noves cél.lules secretores
cianofiles immunoreactives (sagetes) entre la zona immunoreactiva del 1°* dia de
regeneracié (A) i la zona de formacidé del primordi de la faringe. C) 3% dia de
regeneracié (100x). Deteccid de cél.lules immunoreactives (sageta) solament a la zona
del primordi de la faringe. D) 7°® dia de regeneracid (100x). Deteccidé de marcatge fora
de les cél.lules secretores cianofiles (punta de sageta). Increment de l‘extensid de la
regié central iniciada per expansidé del marcatge en cél.lules secretores cianofiles
(sageta). a, anterior; p, posterior; d, dorsal; v, ventral; ef, faringe; pf, primordi
de la faringe; cf, cavitat de la faringe; sagetes, immunoreaccid en cél.lules discretes;
punta de sageta, immunoreaccié en totes les cél.lules de la regidé central. S’'ha

sobrerevelat la immunoreaccié per detectar els marcatges febles.
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A partir d'aquest moment es desenvolupa com els regenerants de
nivell E préviament descrits i en els mateixos periodes de temps. El
marcatge fora de les cél.lules ciandofiles comenga a observar-se a
partir del 6° dia de regeneracidé (fig. 59). L’expansidé del marcatge es
veu iniciat pel marcatge en cél.lules secretores cianofiles, seguit de
l'aparicié d‘’immunoreaccié en la resta de teixits fins recuperar les
proporcions regionals correctes per la nova mida de 1'organisme (a
partir del 10° dia).

3) Nivell C

S’'han obtingut dos tipus de regenerants a partir d’aquest nivell
de tall: els regenerants cefalics de nivell C (que han de regenerar les
zones cefaliques) i els regenerants caudals (que han de regenerar les
zones caudals) .

Regenerants cefalics de nivell C

Els regenerants cefalics obtinguts a nivell C conserven tota la
regid caudal i la major part de la regid central (un 80%-85%), incloent
tota la faringe, en el moment del tall. Aquests han de reconstruir
solament una nova regid anterior 1 readaptar els limits de la central.

En ells es manté tota la regid central immunoreactiva durant el
procés de regeneracidé (fig. 57). A partir del 2°® dia de regeneraciod,
es produeix una desaparicidé progressiva de marcatge en la zona del
postblastema que forma l’inici de la nova regidé anterior juntament amb
la no immunoreactivitat en la zona del blastema (fig. 60).

Aquesta regid anterior es va fent més gran, basicament pel
creixement del blastema, perdo també pel reposicionament de la regid
central en adaptar-se a les noves dimensions de 1l’organisme. Aquesta
adaptacid suposa un lleuger desplagament en sentit anteroposterior de
la regidé central acompanyat d’un desplagament similar de la faringe.
A partir dels 10 dies de regeracié es reestableixen les proporcions
d’un organisme adult (no regenerant).

Regenerants caudals de nivell C

Els regenerants caudals obtinguts a nivell C, en canvi, conserven
en el moment del tall tota la regié anterior perd solament una petita
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part de la regié central, el 15%-20% més proper a l’anterior (fig. 57).
En aquests regenerants s’ha de recontruir una nova regid posterior 1i
ampliar la central recontruint totalment una nova faringe.

En aquests regenerants es manté sempre un cert nivell
d’immunoreaccié. L’evolucié del marcatge en el decurs de la regeneracid
és diferent que en el cas de regenerants cefalics de nivell C. Aixi
mateix, també és diferent que en regenerants cefalics obtinguts a
nivell D. Aquests serien, en certa manera, els seus "simétrics" ja que
tots dos conserven una regidé TCEN-49Ag(-) intacte i el mateix % de
regié central. La seqiéncia dels canvis d’immunoreaccidé esta
esquematitzada a la fig. 57.

Durant les primeres 24-36 hores de regeneracid no s'observen
canvis apreciables en la zona immunoreactiva per TCEN-49. Entre les 36
hores 1 el 2°® dia de regeneracid es produeix una brusca reduccid de
1l’area immunoreactiva, tant en sentit a/p, com d/v i lateral, guedant
restringida la immunoreaccid a una area gue mesura aproximadament 1/4
de la que havia a les 24 hores de regeneracidé. Aqguesta area
immunoreactiva esta situada just sobre la zona on es comenga a produir
l’acumulacidé de neoblasts que formaran el primordi de la faringe (fig.
60), i dins els limits de l‘antiga regidé central. El marcatge gque
s’observa es produeix tant en ceél.lules secretores ciandofiles, que
veuen incrementat el seu nivell normal de reaccid, com en la resta de
teixits de l’area immunoreactiva.

Entre els dies 2.5 1 3% incrementa fortament 1'area
immunoreactiva, expandint-se la regid central en sentit lateral i d/v
fins ocupar els mateixos teixits que un organisme no regenerant. En
aquest periode es produeix una forta expansid en sentit p/a fins ocupar
una zona del 60%-70% de la que tindra la regid un cop totalment refeta
(fig. 60).

Dins aquesta nova regid central es desenvolupa la faringe al
mateix temps que la regid s’expandeix lentament fins assolir les
proporcions d’‘un organisme adult intacte a partir del 10° dia de
regeneracio.

Aquesta expansid, com en els regenerants E i D, es veu iniciada
per prolongacions de cél.lules cianofiles i cél.lules ciandofiles que
expressen TCEN-49Ag "de novo". Amb posterioritat a 1l'’aparicié
d’aquestes cél.lules immunoreactives comencen a presentar immunoreaccid
la resta de teixits.
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4) Nivell A, A’ i A"

Els regenerants caudals obtinguts a nivell A estan constituits
solament per regidé anterior i no conserven cap porcid de la regid
central en el moment del tall (fig. 57). Per tant, com en els
regenerants cefalics de nivell E, hauran de recontruir totalment la
regidé central i, en agquest cas, la posterior.

La seqliéncia d’apariciéd, evolucid i ampliacidé de les cel.lules
i lrarea immunoreactiva és igual que en els regenerants cefalics de
nivell E, perd presentant un retard considerable respecte aquests (fig.
57). Aixi, en 1llocc de ser detectades les primeres cel.lules
immunoreactives a les 24-36 hores de regeneracid, aquestes no
s’'observen fins el 4%*t-5% dia (fig. 61), coincidint amb la formacid del
primordi de la faringe. Agquestes primeres cél.lules immunoreactives
presenten una clara morfologia de secretores cianofiles, sense que
s'hagi pogut detectar l’estadi previ visualitzat a nivell E (cel.lules
immunoreactives amb una morfologia poc clara de cianofiles per manca
de prolongacions) .

El nombre de cél.lules immunoreactives va augmentant fins al 8°-9°
dia de regeneracié, expandint-se, des de la seva localitzacid inicial,
primer en sentit anteroposterior (molt lleugerament i entre els dies
5¢ i 7%), i després en sentit postercanterior (en un recorregut molt
més llarg i entre els dies 6% i 9%®). Durant aquest procés no es detecta
immunoreaccié en cap altre tipus cel.lular.

Fig. 60: Immunotincié amb TCEN-49 en organismes regenerants de nivell C. A)
regenerant cefalic. B) i C), regenerants caudals. Seccions sagitals incloses en
parafina. Métode de deteccidé: ABC lligat a HRP. A) 2°"-3°F dia de regeneracié (100x).
Deteccid de zona no immunoreactiva (inici de la regid anterior, sageta prima) a l’extrem
més anterior del regenerant. B) 2°" dia de regeneracié (100x). Disminucié de 1l’area
ocupada per la regidé central (sageta gruixuda). Deteccidé de la immunoreaccidé prop del
sistema nervidés. C) 3* dia de regeneracié (100x). Expansié proximodistal
(posterocanterior) de la regid central. a, anterior; p, posterior; d, dorsal; v, ventral;
u, ull; £, faringe; cf, cavitat de la faringe; sn, sistema nervids; sageta prima, area
no immunoreactiva; sageta gruixuda, area immunoreactiva. S‘ha sobrerevelat la

immunoreaccié per detectar els marcatges febles.
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No és fins el dia 9* o 10* de regeneracié que es comenga a
detectar marcatge fora d’aquestes cél.lules. A partir d’aquest moment,
es va detectant progressivament immunoreaccidé en totes les cél.lules
que constituiran 1la nova regié central. L'expansidé d’aquesta
immunoreaccidé sobre tots els teixits es produeix en sentit
posteroanterior, i va precedit sempre de 1’expansid prévia del marcatge
en ceél.lules secretores ciandofiles, com en els nivells E, D, i C (fig.
61):

Els regenerants caudals obtinguts a nivell A’ conserven menys
regidé anterior que els de nivell A, 1 igualment gens de central.
L’aparicié, evolucid i ampliacié de les cél.lules i area immunoreactiva
és igual que en el nivell A, perd presentant un retard sobre agquest de
3-4 dies. No es detecten les primeres cél.lules immunoreactives (sempre
sobre el primordi de la faringe i coincidint amb 1l’aparicié d’'aquest)
fins el 8% dia de regeneracié (dada no mostrada).

Finalment, els regenerants caudals obtinguts a nivell A" no sén

.

capacos de regenerar i lisen entre els dies 1* i 4*" de regeneracid.
pac g

Fig. 61l: Immunotincié amb TCEN-49 en organismes regenerants de nivell A.
Seccions sagitals incloses en parafina. Métode de marcatge: ABC lligat a HRP. A) 5% dia
de regeneracié (100x). Deteccid de les primeres cél.lules immunoreactives (sageta)
coincidint amb l’extrusidé del primordi de la faringe en la cavitat faringia. B) 10° dia
de regeneracidé (200x). Inici de la deteccid d’immunoreaccidé (punta de sageta) en tots
els teixits de la nova regid central. a, anterior; p, posterior; d, dorsal; v, ventral;
f, faringe; pf, primordi de la faringe; cf, cavitat de la faringe; 1f, lumen faringi;
sagetes, cel.lules secretores cindfiles immunoreactives; puntes de sageta,
immunoreactivitat en tots els teixits. S’'ha sobrerevelat la immunoreaccidé per detectar

els marcatges febles.

Fig. 62: Immunotincié amb TCEN-49 en organismes regenerants de nivell F.
Seccions sagitals incloses en parafina. Métode de deteccid: ABC lligat a HRP. A) 1°F dia
de regeneracidé (40x). B) 3°° dia de regeneracid (200x). Conversid de l’antiga cavitat
faringia en diverticle intestinal i formacié d’un nou primordi de la faringe i d’una
nova cavitat faringia en posicidé posterior a 1l’antiga cavitat faringia. La
immunoreactivitat no experimenta modificacions significatives. a, anterior; p,
posterior; d, dorsal; v, ventral; u, ull; cf, cavitat de la faringe; pf, primordi de la
faringe; cf/di, antiga cavitat de la faringe en procés de reconversid en diverticle

intestinal.
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5) Nivell F

En els regenerants obtinguts a nivell F, s’ha seccionat Unicament
la faringe i la zona prefaringia adjacent a la faringe per evitar la
preséncia de cél.lules amb el cos cel.lular en aquesta zona que emetin
prolongacions cap a 1’interior de la faringe (Bagufia, 1973). En aquests
regenerants, per tant, s’'ha respectat totalment la regid anterior i la
posterior, i no s’'han alterat les dimensions totals ni els limits de
la central. S’'ha obtingut aquest tipus de regenerants per veure si la
faringe induia o modificava, d‘’alguna manera, l’'expressidé de TCEN-49Ag.

Els resultats obtinguts (fig. 62) mostren que la regid central
no experimenta cap canvi quantitatiu (dimensions de la zona
immunoreactiva) per l'’amputacid de la faringe. En alguns casos sembla
observar-se un lleuger increment de marcatge en les cel.lules
secretores ciandfiles entre les primeres 24-48 hores de regeneracid,
com un lleuger i transitori canvi gualitatiu (patré de marcatge). A
partir del 3% dia de regeneracid es forma la nova farige dins la regid
central, obrint-se també una nova cavitat faringia en substitucid de
l’antiga que és absorbida per l’organisme.

Aquells estadis de regeneracid en que es produeixen canvis rapids
i bruscs en l'’expressidé de TCEN-49Ag han estat també estudiats en
regenerants mantinguts a 17°C a fi 1 efecte d’'observar possibles canvis
en el patrdé d’expressié donat que el procés de regeneracid és més lent
que a 22°C (Salé, 1984).

Per conéixer l’equivaléncia temporal entre regenerants mantinguts
a 22°C i1 a 17°C, s'ha fet immunoreaccionar amb TCEN-49 tota una série
paral.lela de regenerants cefalics de nivell E entre els dies 0 i 7 de
regeneracidé. Les equivaléncies entre la regeneracidé morfoldgica
(observada mitjancant la morfogeénesi de la faringe) i molecular
(aparicid i evolucid d’'immunoreactivitat front TCEN-49) es representen
a la figura 63. Aquesta equivaléncia és important ja que en molts
treballs s’ha utilitzat la temperatura de 17°C com a temperatura
"standard" (p.e., Sald, 1984).

En aquesta grafica s'’observa que el paral.lelisme entre la
regeneracidé "morfologica" i la "molecular" es conserva a 22°C i 17°C,
fent que, per exemple, coincideixi sempre l’aparicid de les primeres
cél.lules immunoreactives amb l‘inici de l'acumulacidé dels neoblasts
que formaran el primordi de la faringe. Es pot dir que la temperatura
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Fig. 63: Influéncia de la temperatura en el temps de regeneracidé morfolégica
i molecular. A) Regeneracié morfoldgica. B) Regeneracié molecular. A, aparicidé de la
cavitat de la faringe; B, formacidé del primordi de la faringe ; C, extrusid del primordi
de la faringe; D, formacié del lumen faringi; E, faringe regenerada; A’, primera
deteccid de cel.lules immunoreactives; B‘, marcatge en el primordi de la faringe; C’,
marcatge en la zona d/’implantacié de la faringe; D/, immunoreaccié generalitzada en
cél.lules secretores ciandfiles de la regid central; E’, inici d'immunotincidé en la

resta de tipus cel.lulars de la regidé central.
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afecta al procés global de la regeneracid (Saléd, 1984) sense afectar
de manera diferencial a l’expressidé de TCEN-49Ag.

Aquestes equivaléncies es conserven, com era d’esperar, en els
diversos nivells de tall en que s’'han obtingut regenerants puntuals
mantinguts a 17°C (dada no mostrada). Les immunotincions fetes en
aquests regenerants no han aportat dades noves sobre l‘aparicidé i
evolucié de TCEN-49Ag durant la regeneracid.

21.5 - Alteracions del marcatge de TCEN-49 mitjancant
agents quimics

Pensant que fora interessant provocar modificacions de
l’expressié "normal" de TCEN-49Ag en organismes intactes 1i/o
regenerants per les implicacions gque aix® podria tenir sobre els
mecanismes de formacid i control del patrd, s’han assajat diversos
agents quimics que afecten a la formacidé i control del patrdé en
diversos organismes. Aquests han estat el 1,2-dioctanoyl-sn-glicerol
(DG, Sigma), 1l‘acid araquidonic (AAg, Sigma) i 1l’acid retinoic (AR,
Sigma), ja gue han estat emprats per diversos grups per modificar la
formacid del patréd.

El DG i 1’AAg han estat utilitzats en hidra per Miller i col.
(1993) on indueixen un increment en els "valors posicionals", afectant
al control del patrd i provocant un eventual desenvolupament de caps
ectopics.

L’AR, utilitzat inicialment per Niazi i1 Saxena (1978) i per Kim
i Stokum (1986) per la seva capacitat d‘alterar el patré
anteroposterior, ha estat utilitzat en extremitats de pollet per Wanek
i col. (1991), Bryant i Gardiner (1992) i Tamura i col. (1993), on
indueix activitat polaritzant en cé&l.lules en posicions ectdpiques,
provocant duplicacions anteroposteriors i sent, per tant, una
substancia "clau" per la formacidé del patrdé en el desenvolupament de
les extremitats.

Per tant, i com a provatura preliminar per tal de comprovar la
viabilitat de la técnica, es va decidir tractar organismes intactes i
regenerants de nivell E (veure fig. 57) amb aquests agents quimics
segons els protocols descrits a l’apartat 6.4. Didriament s’'ha buscat
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l’aparicié de possibles canvis morfoldgics i s'han sacrificat alguns
organismes de cada tractament per ser immunotenyits amb TCEN-49.

Els organismes tractats amb AAqQ i/o DG no han experimentat canvis
ni morfologics ni d’expressidé de TCEN-49Ag durant els 15 dies que ha
durat el tractament. En canvi, els organismes tractats amb AR, als que
tampoc no s'han detectat alteracions morfoldgiques, comencen a
experimentar transtorns "d‘orientacid" a partir del 3%-4*' dia de
tractament. Aquests transtorns es manifesten en un moviment anormal
dels organismes en cercles o en forma de tirabuixd en lloc d’avancgar
en una direccidé més o menys rectilinia o restar quiets. Comencen a
mostrar els transtorns de comportament al cap de 10-20 minuts després
d’iniciar el pols diari i duren més hores com més dies de tractament
porten (5 hores al 4*% dia, 16-20 hores el 10® dia de tractament).

Més interessants han resultat les alteracions en 1’expressié de
TCEN-49Ag provocades per 1’AR. En organismes intactes s’observa un
desplacament cap a zones més anteriors del limit posterior de la regid
central, de manera que la regidé posterior es veu incrementada,
disminueix la central i, aparentment, no es modifica l’anterior (fig.
64). La disminucidé de la zona ocupada per la regidé central, dgue
s’inicia als 3% -4** dia de tractament, es va fent més evident a mesura
que s’incrementen els polsos. A partir del 10® dia, el limit posterior
de la regid central ultrapassa el limit posterior de la cavitat de la
faringe (fig. 64). Aixd representa una pérdua aproximada de 1/4 a 1/3
del volum total de la regid central. Els organismes no es mantenen vius
més enlla dels 12-15 dies de tractament.

Aquest no és, perdo, l'unic efecte observable. Durant el procés
descrit, es veu que la desaparicié del marcatge de TCEN-49 afecta
primer a les cél.lules ciandofiles i, quasi simultaniament, a la resta
de teixits excepte el marcatge nuclear. Aquest es manté unes 24-48
hores més fins a desaparéixer totalment (fig. 64). Aguest procés de
disminucidé de l’area marcada es produeix en sentit posteroanterior.

Quan el limit de la regid central arriba a posicions on hi ha la
faringe, la desaparicid del marcatge afecta simultaniament els teixits
de la faringe i els teixits del parénquima que envolta la faringe,
sense que aquesta desaparicié hagi afectat encara a la part proximal
de la faringe (on la faringe s’inserta al pareénquima corporal).
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Fig. 64: Immunotincidé amb TCEN-49 en organismes adults intactes incubats amb

acid retinoic. Seccions sagitals incloses en parafina. Métode de deteccié: ABC lligat

a HRP. A) Control positiu incubat 8 dies amb el solvent de l’acid retinoic (100x).

Observi’s el limit posterior de la regid central (sageta prima). B) 4** dia de tractament

amb acid retinoic (100x). Desplagament cap a pogicions més anteriors del limit posterior

de la regidé central, iniciada per la desaparicid del marcatge no nuclear (sageta prima).

Cc) 8* dia de tractament amb acid retinoic (100x). El1 desplagament del limit posterior

del marcatge no nuclear ha ultrapassat el limit posterior de la faringe (sageta prima),

i el limit posterior del marcatge nuclear ha arribat al limit posterior de la cavitat

faringia (sageta gruixuda). D) Ampliacid del limit posterior del marcatge nuclear a 8

dies de
faringe;
faringe;

sagetes

tractament (1000x). a, anterior; p, posterior, d, dorsal; v, ventral; f£f,
cf, cavitat de la faringe; 1f, lumen faringi; pcf, porus de la cavitat de la
n, marcatge nuclear; sagetes primes, limit posterior del marcatge no nuclear;

gruixudes, limit posterior del marcatge nuclear. S‘'ha sobrerevelat 1la

immunoreaccidé per detectar els marcatges febles.

230



Resultats

231



Resultats

En organismes regenerants s’observa un retard en l’aparicid de
TCEN-49Ag:

- en els controls la primera immunoreaccid es detecta als 3 dies
de regeneracidé (ja que els regenerants es mantenen a 17°C), mentre que
en els tractats amb AR no es detecta fins al 4-4.5 dies.

- en els controls l'expansidé del marcatge comenca al 5% dia,
mentre que en els tractats no comenca fins el 8%-9% dia (fig. 65).

El grau d’immunoreaccid a nivell de les cél.lules cianofiles i
de la resta de teixits és menor que en els controls, exepte en els
nuclis on es manté al nivell normal. Aquesta disminucid diferencial del
marcatge fa que la immunotincidé en nuclis es faci més visible.

Paral.lelament a aquests endarreriments també s'’'endarrereix

l’aparicié del primordi de la faringe, de la cavitat faringia, etc.,
que a més a més apareixen malformats (fig. 65).
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Fig. 65: Immunotincié amb TCEN-49 en organismes regenerants de nivell E
incubats amb acid retinoic. Seccions sagitals incloses en parafina. Métode de deteccid:
ABC lligat a HRP. A) 4"" dia de tractament/regeneracidé (1000x). Deteccié de la primera
cél.lula immunoreactiva (sageta). B) 8° dia de tractament/regeneracid (400x). Increment
del nombre de cél.lules immunoreactives (cél.lules secretores cianofiles, sagetes) a la
zona de formacié del primordi faringi. Observi’s les malformacions del regenerant
(estrella). a, anterior; p, posterior; d, dorsal; v, ventral; sageta, ceél.lules

immunoreactives; estrella, malformacions del regenerant.
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1.6 - Caracteritzacié basica de TCEN-49Ag

El marcatge obtingut amb TCEN-49 en organismes intactes,
regenerats i les alteracions observades indueixen a pensar que TCEN-
49Ag pot ser una molécula implicada en mecanismes de formacidé i
manteniment de la polaritat (o del patréd), situada en una posicid o
altra dins una hipotética cadena (o xarxa) d’induccions-inhibicions-
regulacions (veure Discussid). Es per agquest motiu que es va considerar
important caracteritzar TCEN-49Ag a nivell basic. Agquesta
caracteritzacid primaria inclou els segiients punts:

- massa molecular aparent (SDS-PAGE)
- natura de l’antigen

Els métodes emprats amb aquest propdsit estan descrits a Material
i Metodes.

21.6.1 - Massa molecular aparent

Inicialment, es va intentar coneixer la massa molecular aparent
de TCEN-49Ag amb gels SDS-PAGE mitjancant el sistema Mini-Protean IT
(BioRad) seguint les especificacions subministrades pel fabricant 1
transferir-lo a membrana de nitrocel.lulosa segons el procediment de
Towkin (1978), perd no es va detectar cap banda d’immunoreaccidé en el
Western-blot. Tractant homogenat total de planaria amb SDS a la mateixa
concentracié en qué s’‘utilitza en els tampons de 1'esmentat gel
electroforéetic i1 fixant-lo sobre membranes de nitrocel.lulosa, es
perdia tota la immunoreaccid, mentre gque en els controls sense SDS es
conservava. Per tant la desnaturalitzacid provocada per 1/SDS modifica
suficientment l’epitop com per que no es produeixi el reconeixement

Fig. 66: Immunodeteccié de TCEN-45Ag. A) Western-blot (SDS-PAGE 12 %
acrilamida-bisacrilamida). B) Dot-blot d’homogenat total de planaria incubat amb
proteases. 1 i 2, homogenat total de regid central; 3, homogenat total de regidé anterior
i regid posterior; 4 i 5, homogenat de nuclis aillats de regidé central (40 planaries);
6, homogenat de nuclis aillats de regidé anterior i posterior (40 planaries); 7,
homogenat total de regidé central incubat amb endoglicosidasa H (Endo H); 8, homogenat
de regid central incubat amb el tampd d‘actuacid d’Endo H; 9, homogenat total de regid
central incubat amb edoglicosidasa F (Endo F); 10, homogenat total de regié central
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incubat amb el tampé d’‘actuacié d’Endo F; 11, homogenat total de regid central incubat
amb sialidasa; 12, homogenat total de regid central incubat amb el tampd d’actuacid de
sialidasa; 13, homogenat de regid central incubat amb pronasa E; 14, homogenat de regid
central incubat amb tampé d‘actuacidé de pronasa E. En tots els homogenats de regions
s‘ha carregat l’extracte d‘una regidé a cada carril. Els carrils 2 i 5 s’han incubat amb
medi de cultiu sense anticossos, i tots ela altres carrils s’han incubat amb TCEN-49.
+, fixacidé a filtre d’homogenat total de regid central incubat amb tampd d‘actuacidé de

pronasa E; Pasa E, homogenat total de regidé central incubat amb Pasa E.
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antigen-anticos. Aixd fa suposar gque 1l’epitop reconegut no és
seqgiencial sind conformacional. Utilitzant gels no desnaturalitzants
(iscelectroenfocament) i transferint-los a nitrocel.lulosa (Western),
tampoc no es detecta cap immunoreacciéd.

Mitjancant el protocol de reextraccidé d’'antigens de gels SDS-PAGE
descrit per Bernabeu i col. (1977) (veure apartat 14), s’han extret els
antigens continguts en segments de 1-1.5 mm de gel (SDS-PAGE) on
s'havia fet avancar homogenat total de regid central. Aquests extractes
han estat fixats en plagques A’'ELISA i se’ls ha fet immunoreaccionar
front TCEN-49, detectant-se immunoreaccid en els extractes provinents
dels segments situats per sota els 35 kDa de massa molecular aparent,
sense que es pugui precisar més amb agquest métode.

Utilitzant els tampons d’electrotransferéncia renaturalitzant
descrits per Dunn (1986) amb el sistema Protean II (apartat 14.1) sobre
gels SDS-PAGE no reductors, s'ha obtingut wuna Unica banda
d’immunoreaccié en Western-blot a partir d’homogenats totals de regié
central. La mobilitat electroforética SDS-PAGE d'aquesta banda (TCEN-
49Ag) és de 4500 Da (de fet, entre 4000 i 5000 Da) (fig. 66). Agquests
gels donen un gran recorregut a les mostres permetent una mesura molt
acurada de la massa molecular aparent. En els controls fets amb
extracte total de regidé posterior no s’observa cap banda.

Per comprovar que el marcatge detectat en nuclis mitjancant
técniques immunohistoquimiques i immunocitoquimiques correspongui al
mateix antigen detectat en la resta d’estructures s‘ha intentat
determinar la massa molecular aparent d’aguest amb la mateixa técnica
electroforética. Amb aguesta finalitat, s’han obtingut per trencament
per xoc osmotic amb PBS-Tritd X-100 1% (Prats, 1991) de cél.lules
dissociades (apartat 7.2.4) extractes de nuclis de cél.lules de regid
central i de regid posterior (com a control). En el resultat obtingut
(fig. 66) solament s’insinua una petita banda, gairebé no visible, a
4500 Da (la mateixa mobilitat que amb extractes totals de regions
centrals). No s’‘observa cap banda en els extractes de nuclis de regid
posterior. Les possibles implicacions d‘'aquest resultat estan comentats
a la Discussiéd.
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21.6.2 - Naturalesa de TCEN-49Ag

Per obtenir una mostra purificada de TCEN-492Ag s’ha muntat una
columna d’immunocafinitat (apartat 15.1). Un cop, eluida la columna i
purificat 1l‘’antigen mitjancant HPLC (apartat 15.1), detectant en cada
cas mitjancant ELISA les fraccions que contenien TCEN-49Ag, s'han fet
cérrer en gels SDS-PAGE pel sistema Mini-Protean II (BioRad) i Hoefer
(apartat 14.1) i s'han tenyit amb Coomasie Brilliat Blue R-250 i amb
nitrat de plata (apartats 14.2 i 14.3). En cap dels dos casos s'ha
observat cap banda, ni tant sols la corresponent a TCEN-49Ag (fig. 67).
Aixi mateix, en la mostra obtinguda no s’observa absorcid de llum a 280
nm mitjan¢ant espectrefotdometre (LKB) tot i donar un titol molt alt
mitjancant ELISA. Aquesta mostra, perd, si que absorbeix a 230nm i més
encara a 210nm, longituds d’ona a les que absorbeixen els péptids i els
polisacarids.

P.M.
(kDa) 1 2 3

i80 —

80 ==

36 — I.. | ..I_I.'

Fig. 67: SDS-PAGE (sistema Hoefer) de l’eluit de la columna d‘immuncafinitat
detectat per tincié de plata. 1, tampéd de carrega; 2, eluit de 1la columna
d‘immunoafinitat; 3, homogenat total de regidé central.
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Amb aquesta dada es va pensar gue es podia tractar d’'una
glucoproteina. Per comprovar-ho, s‘ha utilitzat un "kit" de deteccid
de glicoconjugats (Boerhinger) segons el procediment descrit per la
casa comercial (apartat 15.2). Aquest test (fig. 68) mostra un fort
marcatge per polisacarids i un marcarge molt més lleu per proteines.
Aixd indicaria que es tracta d’'una glucoproteina o bé d‘un proteoglica.

Ponceau S Digoxigenin labeled
staining glycoconjugates

TCEN-49Ag —F

(+#) Transferrin (+)
(glycoprotein)

% (+) Creatinase (-)
—— (protein)

——

<«— Negative control —>

Fig. 68: Dot-blot de deteccié de glicoconjugats (DIG glycan detection kit,
Boheringer Manheim). La transferrina ha estat utilitzada com a control de tincid de
glicoproteines, i la creatinasa com a control de tincid de proteines. Com a control
negatiu s’ha utilitzat tampd d’elucid processat de la mateixa manera que el tampd que
conté TCEN-49Ag.

Per confirmar aguesta dada s’han efectuat digestions d’'homogenats
de regid central i, com a contreol, de regié caudal, amb endo-B-
acetilglucosaminidasa H (endo H), endo-B-acetilglucosaminidasa F (endo
F), sialidasa i1 pronasa E, segons els metodes descrits als apartats
15.4 i 15.5. Les mostres tractades amb pronasa E han estat
immunodetectades mitjangant técnigques dot-blot 1 Western-blot
(provinent de SDS-PAGE) (apartat 14.5). En canvi, les mostres tractades
amb glucosidases sols han estat detectades mitjancant Western-blot ja
que les condicions desnaturalitzants imposades pel tampd (gue conté
SDS) no permeten la seva visualitzacid en dot-blot. En Western-blot es
poden visualitzar sempre i quan s’emprin els tampons renaturalitzants
de Dunn (1986) que en alguns casos permeten la recuperacidé del
reconeixement de l’epitop per part de 1l’anticds quan aquest es perd per
efecte de 1'SDS.
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Els resultats de Iles digestions enzimatiques amb els
corresponents controls de mostres tractades amb els tampons de digestié
sense enzim estan a la figura 66. En ella es pot veure un desdoblament
en la banda de TCEN-49Ag en les mostres tractades amb Endo H i Endo F,
senyal de la preséncia d’unions N-glicocidiques entre la fraccid
proteica i alguns sucres (Tarentino i col, 1984; Trimble i Maley, 1984;
Steube 1 col. 1985; Beeley, 1985 per a una revisid general de
técniques en glicocoproteines, Chaplin i Kennedy, 1986, per a una
revisid general de técniques en carbohidrats) probablement rics en
manosa (Kobata, 1979).

Aparentment sembla que TCEN-49 no contingui acid sialic o, si més
no, aquest no sigui accesible als enzims, ja que el tractament amb
sialidasa no altera el patré de bandes obtingut. El fet de no haver
tractat cap mostra per deglicosilar unions O- -glicocidiques fa que no
es pugui descartar ni afirmar en cap moment la preséncia de cadenes
glucidiques amb aquesta unié a la fraccid proteica.

En la mostra tractada amb pronasa E s’observa la desaparicié de
la banda en el Western-blot (conservat- -se en el control), senyal
inequivoca de l'’existéncia de fraccid proteica en TCEN-49Ag. D’altra
banda, en el dot-blot s’observa immunoreaccié encara que molt
disminuida respecte el control, indicant la participacid de la fraccié
proteica en 1l’epitop detectat per TCEN-49.

Amb la mateixa mostra obtinguda en la columna d’immunocafinitat -
HPLC s’ha fet una analisi de ¢ i N per confirmar la preséncia
d’aminocacids (apartat 15.3). Un «cop confirmada 1la preséncia
d’aminodcids es va confeccionar un aminograma (apartat 15.3),; el
resultat del qual es pot veure a la figura 67.

En aquest aminograma s'observa la preséncia d’aminoacids que
poden presentar unions a cadenes glucidiques: asparraguina (unid N-
glicocidica), treonina i serina (unié O-glicocidica). La preséncia
d’unions N-glicocidiques ha estat comprovada mitjangant la utilitzacid
d’Endo H i Endo F (fig. 66). La preséncia d‘unions O- -glicocidiques és
possible ja que TCEN-49Ag té els aminoacids implicats en aquest tipus
d'unié. Aquesta no ha estat demostrada per no haver-se efectuat les
Proves escaients.

D’altra banda, la fraccié proteica té un caracter basic (19% de
residus basics i 6% d’acids). Aquests resultats s’ han de prendre amb
Precaucié degut a 1’ampli marge d’error que aquest aminograma comporta,
estimat en un 10% (Allen, 1989).
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POLARITAT DE LES CADENES AMINOACIDS %
LATERALS DELS AMINOACIDS
No polars Prolina 1
Isoluecina 6
Leucina 12
Fenilalanina 6
No polars / Polars no Valina / Cisteina 6
carregades®
Polars no carregades Glicina® 16
Tirosina 8
Treonina 2
Serina 5
Polars no carregadés / Asparraguina / 3
Acides® Aspartic
Acides Glutamic 6
Basiques Lisina 7
Histidina 8
Arginina 4

Fig. 69: Aminograma de TCEN-49Ag obtingut a partir de l‘antigen purificat per

columnes d’immuncafinitat - HPLC.

aminoacids no diferenciables degut al tractament hidrolitzant;

que aquest aminoacid forma part del tampd d‘eluciéd.
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22 - CONSIDERACIONS TECNIQUES

2.1 - Obtencié d’'hibridomes productors d’anticossos
especifics

En les 58 fusions realitzades s'han obtingut un total de 277
hibridomes productors d’anticossos especifics. En 1’obtencid d’aguests
i en la seva especificitat han intervingut diversos factors que poden
ser agrupats en dos tipus. Aguests sén:

~ factors variants (aquells que depenen de cada fusid en
concret)

- factors invariants (aquells que sén comuns per totes les
fusions) .

22.1.1 - Factors variants

Els factors variants que han (o poden haver) intervingut en
l’obtencid i especificitat dels clons obtinguts sén:

- soca parental
- protocol dfimmunitzacié

- immunogen emprat
Els dos primers factors no deuen haver intervingut massa en els

resultats obtinguts en les fusions ja gue han estat molt constants en
totes elles.

22.1.1.1 - Soca parental

La soca parental utilitzada ha estat majoritariament la NS1.
Aquesta utilitzacidé no es deu a un estudi de quina soca (NSl vs NP3)
proporcionava uns millors resultats (en termes d’eficiéncia i
especificitat), sindé a motius de forga major provocats per una
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contaminacié de micoplasmes en la soca NP3 que va obligar a utilitzar
1’altra soca. Un cop es va poder disposar novament de les dues soques,
aquestes van ser comparades en termes d’eficiéncia d’hibridomes
obtinguts. Aquesta comparacid, lluny de ser exhaustiva (solament es va
fer en dues fusions) dona una lleugera aventatge a la soca NS1 (no
superior al 5%). Aquesta va ser seleccionada com a soca mieldmica per
a realitzar la resta de fusions, més pel fet que era la que més s’'havia
utilitzat que no pas per agquesta lleugera diferéncia d’efectivitat (que
evidenment també wva influir en la decisid). En definitiva, la
influéncia de la soca parental queda restringida al fet que és una soca
no productora d‘immunoglobulines (apartat 2.2). Per tant totes les
immunoglobulines produides pels hibridomes provenen del limfocit B que
en forma part, estant influenciades per 1’immunogen emprat.

22.1.1.2 - Protocol d’immunitzacid

Els aspectes fonamentals del protocol d’immunitzacid utilitzat
han estat practicament els mateixos en totes les fusions. Totes elles
s'han fet amb la seqgliéncia temporal gue generava una major resposta
immunitaria (apartat 18.2.2). Aquesta seqgiiéncia és de 10-20 dies entre
immunitzacions, coincidint logicament amb les cadéncies proposades pels
manuals técnics (Campbell, 1985; Harlow 1 Lane, 1988; Peters i
Baumagsten, 1992). Aixi mateix, la ruta d’'introduccié de 1’immunogen
va ser també optimitzada amb anterioritat a 1’inici de les fusions amb
els mateixos criteris, i per tant totes les immunitzacions han estat
fetes per aquestes vies (intraperitoneal i intravenosa). La influéncia
que ha tingut o pot haver tingut el protocol d’immunitzacid entre les
diferents fusions respecte els resultats obtinguts en cada una d’elles
és minim.

Totes les immunitzacions s’'han fet amb un minim de 6 recordatoris
i un maxim de 8, de manera que no s’'ha assajat la influéncia de les
variacions del nombre 1 temps total de recordatoris sobre
l’especificitat dels anticossos obtinguts. En aquest intérval no s’'han
detectat diferéncies significatives en les especificitats dels clons
obtinguts. Segons alguns autors (Campbell, 1985; Harlow i Lane, 1988;
Peters 1 Baumagsten, 1992), 1l’increment del nombre total de
recordatoris afavoreix els antigens més immunogénics ja que seran
aquests els gue a cada nou recordatori aniran incrementant el nombre
de clons especifics d’ells, fent que la proporcié dels clons que han
generat respecte als clons generats per antigens menys immunogénics
sigui cada cop més desaventatjosa per aquests Wltims. Fent el raonament
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invers, es pot esperar que amb un baix nombre de recordatoris, els
clons produits per antigens menys immunogénics tinguin una
representacidé més alta (respecte el total de clons estimulats) encara
que el nombre total de clons generats per la immunitzacidé sigui
inferior. El fet que s’'hagin obtingut pocs clons especifics d’alguns
tipus cel.lulars (p.e. cél.lules nervioses), molts clons especifics
d’'altres tipus cel.lulars (p.e. ceél.lules secretores) i cap clé
especific exclusiu d’altres tipus cel.lulars (p.e. neoblasts) pot estar
en connexid amb aquest fet entre altres raons (veure apartat 23).

D’altra banda, si es pot disposar de fraccions enriquides dels
antigens poc immunogénics o de fraccions on s‘hagin eliminat els que
indueixen més resposta, un increment en el nombre d’immunitzacions pot
ser aventatjds ja que s’estimularia un major nombre de clons especifics
d'ells sense interferéncies del altres antigens.

En aquest mateix sentit, no s'han assajat tampoc protocols de
supressidé de clons de rapida estimulacidé (i pressumiblement per part
d’'antigens molt immunogénics) (veure Peters i1 Baumagsten, 1992, per
aquest tipus de protocols), que Unicament deixarien funcionals aquells
clons d‘estimulacidé més lenta (i pressumiblement per part d'antigens
poc immunogénics) .

22.1.1.3 - Immunogen

L’ immunogen emprat és el factor variable que més ha intervingut,
com és d’esperar, en l'especificitat dels clons generats. En les
immunitzacions realitzades amb homogenats totals de planadria la majoria
de clons productors obtinguts eren especifics de cél.lules secretores.
D’altra banda, amb les immunitzacions realitzades amb cél.lules
senceres (macerades) de planaria s’obtenien clons especifics de la
majoria de tipus cel.lulars. Alguns d’ells, perd, no eren representats
(p.e. cél.lules nervioses i neoblasts). Per tant, es decidi utilitzar

immunogens més especifics (apartats 7.2 i 18.2.1). Aquests poden ser
classificats en quatre grups:

- antigens de neoblast i de blastemes de regenacid absorbits
sobre anticossos ja generats (combinacié de 15 MAbs i

anticossos policlonals respectivament)
- poblacions enriquides de neoblast (amb cél.lules macerades

i dissociades)
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- fraccions proteiques de cel.lula nerviosa i neoblast
provinent de gels de poliacrilamida SDS-PAGE
- fraccions cel.lulars de poblacions enriquides en neoblast
(membranes i nuclis)

Els resultats obtinguts amb agquests tipus d’immundogens sén
diversos i depenen de la font de la que s’'han obtingut.

Poblacions cel.lulars enriquides en neoblasts

Amb les immunitzacions fetes amb poblacions enriquides de
neoblast es pretenia obtenir clons productors d’anticossos especifics
i exclusius d’agquest tipus cel.lular. En cap dels processats donats a
les mostres (absorbits sobre anticossos Jja generats, cél.lules
senceres, fraccions cel.lulars, i fraccions proteiques) s’ha obtingut
cap cldé amb aquesta especificitat. L’especificitat dels clons obtinguts
en aquestes fusions ha depés del processat de 1l’antigen.

1) Poblacions enriquides en neoblast obtinguts per dissociacid.

Totes aquelles immunitzacions en que la font d’antigen ha estat
poblacions enriquides en neoblasts obtinguts per dissociacid, han
generat basicament clons especifics de cél.lules secretores. Agquesta
especificitat es deu a que la principal font d’antigens contaminants
en aquestes obtencions sén vesicules de cél.lules trencades. La major
part d’aquestes vesicules sén de secrecid, amb un alt contingut en
glicids, glucoderivats i mucus (Pedersen, 1959%a; Bagufia, 1973), tots
ells amb un demostrat alt poder immunogénic. Agquest alt poder
immunogenic esta en concordanca amb resultats obtinguts en Dugesia
japonica per K. Agata (comunicacidé personal, 1992), que observa les
mateixes desviacions en la resposta immunitaria. Per eliminar aguests
antigens indesitjats, s’hauria d’obtenir poblacions encara més pures
de neoblasts. Un sistema d’'obtenir aquestes poblacions més pures és
mitjancant citofluorometria de fluxe (Prats, 1992). Amb aquest sistema,
1 marcant les cél.lules amb colorants fluorescents especifics de DNA
(p.e. DAPI), es poden separar els neoblasts (per "cell sorter") donat
que sén els Unics amb capacitat de divisié (Bronsted, 1969; Bagufia,
1973; Bagufia 1 col., 1983). Seran aquestes les uUniques cél.lules que
en algun moment del seu cicle contindran doble gquantitat de DNA (seran
4c o 6c en el cas de Dugesia(G)tigrina), i per tant doble intensitat
de fluorescéncia. Aguest tipus d’enriquiment de poblacions de neoblasts
l’esta utilitzant a l‘actualitat R. Romero (dades no publicades) amb
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resultats de puresa dels neoblasts obtinguts del 95%, per la gual cosa
es poden considerar molt esperancadors.

2) Poblacions enriquides de neoblast obtinguts per maceracid.

Totes aquelles immunitzacions en que la font d’antigens han estat
poblacions enriquides de neoblast obtinguts per maceracid han generat
basicament clons especifics de cél.lules musculars i nervioses (en
menor nombre), sense que s'hagi detectat gairebé cap cldé especific de
cel.lules secretores. Aixé es deu a la manera com s‘obtenen els
macerats cel.lulars. La solucié maceradora no tant sols disgrega les
cel.lules sind que al mateix temps les fixa, de manera que esdevenen
molt més resistents i no adopten formes arrodonides. D’aguesta manera,
en obtenir l’enriguiment de neoblasts per filtracid, practicament no
hi ha restes de vesicules (els contaminants majoritaris de les
poblacions de neoblasts dissociats). En canvi, algunes cel.lules
musculars i1 nervioses sdén capaces de passar per la malla de filtracid
si ho fan amb l‘orientacidé adequada, ja que agafen una forma
allargassada durant la maceracidé. Per tant, potser la millor manera
d‘obtenir poblacions gairebé pures de neoblasts seria amb macerats
cel.lulars (per la resisténcia que els confereix la solucié maceradora,
que no tant sols les disgrega sind que també les fixa) i1 per méetodes
més especifics (gue no permetin el pas d‘altres cél.lules), com el de
citometria de fluxe ("cell sorter") esmentat anteriorment. De fet,
aquesta és l’estratégia que s’esta seguint a l‘actualitat.

3) Fraccions proteiques especifiques o majoritaries de neoblast.

Totes aquelles immunitzacions en qué la font d’antigens eren
fraccions proteiques de neoblasts no han generat tampoc cap clé
especific d‘elles. Els possibles motius pels quals no s’han generat
aquests clons exclusius de cél.lula soca estan discutits a l’apartat
23. cal afegir que les absorcions d’antigens de neoblast sobre
anticossos ja generats (per eliminar o, si més no, disminuir el nombre
d’antigens molt immunogénics) han disminuit el nombre de clons
especifics de cél.lules secretores obtinguts, pero no ho han fet el
suficient com per dir que aquests tipus cel.lulars (o els seus
productes de secrecid) hagin deixat de desviar la resposta immunitaria
cap a ells.
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Blastemes de regeneracid

En les immunitzacions en qué la font d’antigens sén blastemes de
regeneracid es pretenia obtenir clons especifics de diversos estadis
de regeneracidé o de ceél.lules en procés de determinacid i/o
diferenciacidé (ja que en el blastema de regeneracid i1 en els seus
voltants és on la concentracidé d’aquests estadis cel.lulars és més
alta; Sald, 1984). En elles, el resultat no ha estat millor gue en el
cas anterior. El motiu pel qual no s’'han obtingut clons especifics
d’'agquests estadis poden ser diversos perd, en el fons, tots ells
relacionats. Per una banda, la baixa concentracidé en gué es deuen
trobar agquestes substancies (Bagufia i col., 1990) pot no ser suficient,
ni tant sols prévia absorcid sobre anticossos policlonals d’organismes
no regenerants (apartat 7.2.8 i 18.2.1), com per estimular un nombre
suficientment alt de clons de limfocits B en els ratolins. Per tant,
la probabilitat d’cbtenir hibridomes d’ells és molt baixa.

D’altra banda, potser algunes o moltes d’aquestes substancies
tinguin un poder immunogénic baix, si més no comparat amb altres
molécules que desvien la resposta immune cap a elles, o fins 1 tot
podrien ser haptens (molécules que no generen resposta immunitaria per
si mateixes). Per sol.lucionar aquests problemes caldria optimitzar
encar més i per cada cas concret les técniques d’absorcid, obtenir més
quantitat d’antigens especifics i, pot ser, lligar-los a transportadors
(carriers). A més a més, es podrien obtenir fraccions proteigques
diferencials (Collet, 1990) a partir de gels 2D-PAGE i ser utilitzades
com a immunogens. Aquesta estratégia ha donat molt bons resultats, en
aquesta mateixa Tesi, en l’obtencidé de clons especifics de cél.lules
nervioses a partir de gels SDS-PAGE (veure paragraf segiient).

Fraccions proteigques de cél.lules nervioses

Les fraccions proteiques especifiques o majoritaries de cél.lules
nervioses obtingudes a partir de gels de poliacrilamida SDS-PAGE
(apartats 7.2.7, 18.2.1 i 19.2.6) han donat un resultat exepcional,
obtenint-se en elles la majoria de clons productors d’anticossos
especifics d’'aquest tipus cel.lular. Aquests resultats, juntament amb
el fet gque amb una de les fraccions proteigues obtingudes (fraccid 1,
apartat 18.2.1) s’han generat sempre clons especifics de ceél.lules
musculars (que tenen l’antigen que els ha estimulat en aquesta
fraccid), donen validesa a la técnica. Al mateix temps indiquen la
preséncia de més d’un antigen en una fraccidé dels gels SDS-PAGE. Aixo
suggereix la utilitzacié de gels 2D-PAGE com a font d’antigens.

248



Discussid

Els treballs realitzats per Collet (1990) amb aquesta técnica i
en agquest mateix organisme (destinats a obtenir patrons proteics
diferencials de cel.lules indiferenciades/diferenciades, regions i
estadis de regeneracid), no mostren, en la major part dels casos,
taques proteiques especifigues sind tant sols majoritaries (es a dir,
diferéncies en les concentracions).

Es podria concloure que el millor protocol d’'immunitzacid seria
aquell que:

- utilitzi com a ruta 4’introduccid la intarperitoneal o
intravenosa (depenent de la guantitat d’antigen de que es disposi)

- mantingui una fregiéncia de recordatoris de 10-20 dies

- realitzi un nombre total d’entre 6-8 immunitzacions,
incrementant-lo o disminuint-lo en funcid de la puresa de l’antigen a
immunitzar i de la seva immunogeneitat.

Evidentment, com més alta sigui la puresa de l‘antigen amb més
probabilitats s’obtindran clons especifics d'ell. Per obtenir agquesta
puresa, les teéecniques de filtracidé cel.lular sén apropiades per
antigens suficientment immunogénics, perd no ho sén pels altres.
Aquests darrers requereixen meétodes de purificacidé més precisos
aplicables a planaria, com la citofluorometria de fluxe (per fraccions
particulades) 1 técniques electroforetiques (per fraccions proteigues).
Aixi mateix, les absorcions poden ser una bona eina per a contribuir
a purificar antigens sempre i1 guan s'‘optimitzin per cada cas concret
i/o vagin acompanyades d‘alguna altra tecnica purificativa.

22.1.2 - Factors invariants

Els factors invariants gque han intervingut en 1l’'obtencié de clons
productors d’anticossos especifics han estat els intrinsecs al metode
de produccié d’hibridomes utilitzat (invariants perque han estat els
mateixos per a totes les fusions). Aquests formen part del procés de
fusié en si (apartat 9.5), del procés de seleccid (apartat 9.6) i del
clonatge (apartat 9.7). Dels dos primers no hi ha massa cosa a dir en
aquesta Discussidé ja que sén protocols bastant estandaritzats, provats
per un gran nombre d’autors (Harlow i Lane, 1988), i que per tant
presenten els mateixos efectes en tots ells. Es durant el procés de
clonatge quan més es pot influir en 1’obtencié de clons, molt
especialment en la decisié de en quin moment del creixement dels clons
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és millor clonar. Aquesta decisid s’'ha de prendre en funcid de les
caracteristiques de cada treball.

En la major part de les descripcions metodologigues es recomana
la clonacidé dels hibridomes productors tant bon punt puguin ser
detectats. Aquesta estrategia és molt Gtil quan es generen hibridomes
productors d’anticossos especifics de molécules concretes que puguin
ser obtingudes en un estat de relativa puresa, pero no ho és guan es
pretenen obtenir anticossos especifics de sistemes antigénics molt
complexes (Vilella, 1986). Aquest és el cas dels antigens especifics
cel.lulars, regionals i d’'estadis de regeneracid en planaria ja que ni
tant sols es coneixen les molécules implicades (Bagufia i col., 1990)
(apartats 2.2 1 5.4).

En aquest cas no és efectiu clonar tots els hibridomes productors
d’'anticossos especifics d'algun antigen de planaria, ja que la clonacid
és un procés llarg i econdmicament costds. A més a més s’'obté un gran
nombre d‘aquests clons en les fusions, pocs dels quals produiran un
anticos interessant (Vilella, 1986; Fibla, 1990). Per tant, és millor
endarrerir el clonatge fins que s’'hagi fet un estudi de l’especificitat
de tots els sobrenedants de cultius i1 dedicar tots els esforcos de la
clonacid als clons productors d’'un anticos interessant. A més a més,
hi ha clons que sdén especialment febles i1 que es perden, sense
possibilitat de recuperacid, durant el procés de clonatge.

Per tant, l’estrateégia seguida comporta un primer crivellatge
dels sobrenedants de cultiu mitjancant ELISA per detectar tots els pous
amb clons productors abans que agquests arribin a la confluéncia. Un cop
han assolit la confluéncia, es fa un segon crivellatge tant sols amb
els sobrenedants positius del primer mitjancant tecniques
immunohistogquimigques 1 immunocitoquimiques. D‘aguesta manera, es
seleccionen els pous amb clons productors d’'anticossos interessants 1
gue a més a més sén dominants (en el sentit de qué desplacen als altres
gquan arriben a la confluencia, o si més no, no sdén rapidament
desplacats), 1 per tant sols es clonen aquells que sén interessants i
alhora relativament resistents. D’agquesta manera s’assegura 1l‘éxit del
clonatge. Aquesta estratégia és una modificacié de la proposada per
Vilella (1986).

El mateix qgue s’'ha especificat respecte els clons seleccionats
pel clonatge es pot dir respecte els crioconservats. Per construir la
"MAbsteca" especificada als Objectius amb hibridomes no portats a la
monoclonalitat convé mno tant sols que aquests siguin productors
d‘anticossos interessants sino que també siguin resistents, de manera
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que quan s’'hagin d'utilitzar les possibilitats de que es perdin durant
el procés de clonatge siguin les minimes possibles.

El fet de seleccionar els clons dominants fa que s’hagin pogut
perdre clons potencialment interessants més débils. D’altra banda, si
s'hagessin clonat tots els clons productors d’anticossos no s’'haurien
pogut realitzar tantes fusions provinents d’immunitzacions diferents
de manera que potser mai no haguessin aparegut alguns dels MAbs dels
que es disposa a l’actualitat.

Seguint aquesta estratégia s’'ha obtingut wuna mitjana de
creixement de clons del 73% dels pous sembrats, dels quals un 1.6% han
generat anticossos especifics (referit solament a les fusions que han
generat hibridomes). Aquests percentatges no estan allunyats dels
obtinguts per altres autors (Nowinski i col., 1979).

22.2 - Métodes de crivellatge

Els metodes de crivellatge emprats poden ser classificats en dues
categories:

- els qué han permés discriminar entre clons productors
d’anticossos (IgG) i clons no productors

- els qué han permeés discriminar 1l’especificitat de cada cld
productor

Dins la primera d’'aguestes categories es pot incloure la técnica
d’ELISA. En la segona es poden incloure les técniques
immunohistoquimiques i immunocitoquimiques.

22.2.1 - La técnica 4d’ELISA

La técnica d'ELISA emprada durant el crivellatge de les plaques
de cultiu ha resultat molt itil per discriminar entre clons productors
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i no productors d’anticossos. L’estrategia seguida (apartat 11.1) ha
consistit en incubar la placa dA’'ELISA amb els sobrenedants de cultiu
per que s’unissin els anticossos continguts en ells, i ser detectats
amb anticossos comercials especifics d‘IgG de ratoli (cabra anti IgG
de ratoli). Aquesta estrateégia ha permés no tant sols discriminar entre
els clons productors d’anticossos i els no productors, sind també
visualitzar tan sols els clons productors de IgG. Els avantages que ha
suposat la utilitzacidé d’aguesta tecnica han estat els segilients:

1) La discriminacié de clons productors d’anticossos de clons no
productors ha suposat un gran estalvi de temps i material en el procés
de crivellatge ja que tant sols els clons positius per agquesta técnica
(productors d’anticossos) han estat crivellats amb les técniques
immunohistoquimiques i immunocitogquimigques. Aquestes técniques sén més
lentes i molt més delicades que la 4d'ELISA: mentre gque en una placa
d’'ELISA es poden assajar 96 sobrenedants alhora, es necessiten varies
seccions o un alt nombre de cel.lules (perque es trobin representats
tots els tipus cel.lulars i teixits d’un organisme) repartits en un
considerable nombre de portaobjectes per les altres técniques. Es molt
facil manejar 5 plagques d’'ELISA (que permeten fer el crivellatge de 5
plaques de cultiu, es a dir, d‘una fusid) perd no ho és manejar el
nombre necessari de portaobjectes per crivellar el mateix nombre de
sobrenedants de cultiu. A més a més, el resultat d‘una placa d’'ELISA
es visulitza amb valors de densitat optica subministrats quasi
instantaniament per un lector d'aquest tipus de plagques, mentre que les
seccions o ceél.lules macerades han de ser observades una a una.

2) La utilitzacidé d'un anticods secundari especific d’'IgG per
comprovar la preséncia d’anticossos en el sobrenedant del cultius ha
suposat també un considerable estalvi de temps i material en el procés
de clonatge (i/o criocomservacid). En les fusions realitzades quan
s’estaven posant a punt les técniques, la majoria d’hibridomes
productors generaven IgG, perd sempre n‘hi havia alguns que produien
altres tipus d’immunoglobulines. D’aquest darrers, la inmensa majoria
secretaven IgM. Aquest clons productors d’'IgM resultaven problematics
per dos motius: primer, eren bastant més dificls d'estabilitzar que els
altres, necessitant molts més clonatges i1 perdent-se amb molta més
facilitat, de manera que en la majoria de casos 1l'intent de clonar-los
era una pérdua de temps i material; segon, els anticossos obtinguts
pertanyents al grup de 1les IgM, independenment de la seva
especificitat, tenien una gran tendéncia a donar marcatge inespecific.
Aixo feia dificil establir la seva real especificitat al mateix temps
que no els feia uUtils com a marcadors. D’'agquesta manera, fent el
crivellatge amb un anticos secundari especific d’IgG, s’eliminaven tots
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els clons productors d’altres tipus d’immunoglobulines i sols passaven
les seglents etapes de crivellatge i als corresponents clonatges (i/o
crioconservacions) aqueslls clons productors d’IgG.

22.2.2 - Les técniques immunohistoguimiques i
immunocitoquimiques

Les técniques immunohistoquimiques i immunocitoquimiques emprades
en el crivellatge dels sobrenedants de cultius s‘han aplicat sobe
seccions sagitals d’organismes inclosos en parafina (en totes les
fusions), cél.lules dissociades (F-5 i 7) 1 cél.lules macerades (F-3,
6, i de la F-38 fins a la 58). Totes elles han estat utilitzades en
aquells clons gue han donat positiu en el crivellatge fet mitjancant
la tecnica d’'ELISA.

Les técniques immunoquimiques sobre seccions’ i ceél.lules
dissociades van ser optimitzades abans de comencar a fer fusions. De
totes maneres, l’'aplicacié sobre cél.lules dissociades sols es va
realitzar en dues fusions degut als problemes que comportava. Aquests
han estat els seglients:

1) La fragilitat de les cél.lules dissociades durant els primers
estadis del protocol de dissociacid (fins que no es fixen) fa que es
trengquin amb molta facilitat si es tracten en grans guantitats, i
justament sén grans gquantitats el que es necessita per fer un
crivellatge de sobrenedants de cultius.

2) El1 fet que no conservin la forma que tenien dins els teixits
de 1l'organisme (ja que no sén fixades fins un cop disgregades) i de que
adoptin totes una morfologia arrodonida molt semblant (i sovint malmesa
per la seva fragilitat), fa que sigui extremadament dificil assignar
determinades especificitats als clons en un crivellatge.

3) Finalment, pocs dels anticossos obtinguts immunoreaccionen amb
ceél.lules dissociades, fent que sigui una teécnica poc versatil pel
crivellatge de sobrenedants.

D’altra banda, la técnica immunogquimica sobre macerats cel.lulars
no va ser definitivament optimitzada fins a la F-38. Aix0 deixa un buit
de 38 fusions (practicament les 2/3 parts de les fusions realitzades)
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sense un autentic crivellatge a nivell cel.lular. Aquest buit pot haver
representat la perdua d’algun cld potencialment valuds o assignacions
d’especificitat incorrectes en alguns dels clons seleccionats. De totes
maneres, la meticulositat amb que s’'ha fet el crivellatge fa suposar
que els clons afectats, si n’hi ha, sén una minoria.

A partir de la fusidé 38, en que es comenga a utilitzar la
immunotincidé sobre cél.lules macerades com a métode de crivellatge,
desapareix la possibilitat de pérdua de clons potencialment valuosos
per manca d‘un crivellatge a nivell cel.lular. Aquest metode té
l’'avantage respecte als dissociats cel.lulars de gque totes les
cél.lules no adopten una morfologia arrodonida, sino gque adopten una
forma caracteristica per cada tipus cel.lular (Bagufia i Romero, 1981;
Romero, 1987) que facilita la seva identificacid. Al mateix temps, la
capacitat fixadora de la solucid maceradora (deguda a 1'acid acetic que
conté, apartats 13.1 1 17.2) els confereix una relativa resistencia als
tractaments del protocol.

La immunotincié de ceél.lules macerades no ha resultat tant
versatil com la de seccions, ja que el 40% dels anticossos generats que
mostren marcatge sobre seccions no ho fan en cél.lules macerades
(apartat 18.2.5). Aixo pot ser degut a les alteracions gue pot provocar
la solucidé maceradora sobre els antigens, ja que, com s‘ha dit
anteriorment, agquesta solucid no tant sols disgrega les cél.lules sind
que també les fixa. L‘agent fixador de la solucid maceradora és 1'acid
acetic, que actua abans gque siguin definitivament fixades amb
paraformaldehid (fixador utilitzat en les seccions d’organismes
inclosos en parafina).

La utilitzacidé del paraformaldehid com a fixador en les seccions
és alhora un avantatge i un problema. L‘’avantatge és que en tractar-se
d'un fixador suau no distorsiona excessivament els antigens (i per tant
els epitops) permetent un bon reconeixement entre 1l’antigen i
l’anticds. El1 problema és que per ser un fixador suau no preserva massa
bé la histologia en les planaries, obtenint-se, en moltes ocasions,
unes preparacions de poca qualitat histologica.

Els assajos fets amb fixadors més forts milloren notablement la
histologia, perd® fan disminuir drasticament el nombre d‘anticossos
immunoreactius degut a una major pertorbacié dels epitops. Per tant,
i com que el gque interessava era obtenir el maxim nombre d’anticossos
especifics, s’ha utilitzat el paraformaldehid com a fixador pels
crivellatges. De totes maneres, en tots els MAbs utilitzats s‘han
assajat altres fixadors que no disminuissin la immunoreactivitat i
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milloressin la histologia (apartat 12.1), en una solucié de compromis
per cada relacid antigen-anticos.

Una alternativa per tal d’evitar 1’tUs de fixadors durant els
crivellatges podria haver estat la crioseccié d’'organismes. El1 gran
nombre de seccions necessaries combinat amb la lentitud amb que
s'obtenen aquestes seccions (si més no comparat amb les seccions en
parafina), desaconsellaven el seu 1s. Tanmateix, en les provatures
fetes mentre s’estaven posant apunt les técnigques immunohistoquimiques,
la histologia gue s’'obtenia mitjancant la técnica de crioseccid no era
millor en cap cas a la gue s’obtenia amb organismes fixats inclosos en
parafina.

L’eleccié de les seccions sagitals en els crivellatges és fruit
de la necessitat de tenir representada tota 1la planaria (fent
referéncia a tots els teixits, organs i tipus cel.lulars) en el minim
nombre de seccions possibles. 8Si s‘utilitzen seccions orientades
d’'agquesta manera, solament amb dues seccions es poden tenir
representats tots els teixits, organs i tipus cel.lulars de planaria.
Una seccidé ha de ser lateral (que agafi cordons nerviosos i els ulls
de l‘organisme) 1 una central (que agafi la faringe i els ganglis
cefalics).

22.3 - Altres metodes

22.3.1 - Les seccions semifines i ultrafines

El punt principal en l’obtencié de seccions semifines i
ultrafines d'organismes incloscos en Lowicryl ha estat trobar el
compromis entre una bona preservacidé de l'estructura i un nivell
acceptable d’immunoreaccid. Aquest compromis, que s'ha d’adgquirir amb
el fixador, s'ha hagut de buscar per a cada relacidé antigen-anticods,
no sent possible en tots els casos satisfer les dues necessitats. Aixd
demostra un cop més 1l’alta especificitat existent en el reconeixement
de l’epitop per part de l’anticds, que els converteix en una eina molt
itil per distingir molécules i canvis produits en elles, i alhora una
eina problematica de manejar ja que qualsevol canvi produit pel fixador
sobre 1’epitop pot provocar la manca de reconeixament d‘aquest per part
de l’anticos.
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22.3.2 - Les técniques electroforeétiques

Donat 1'tis que s'ha fet d’aguestes técnigues en el decurs
d’aquesta Tesi, es poden remarcar varies observacions:

1) La utilitazidé de tampons desnaturalitzants pot provocar la
manca de reconeixement entre l’antigen i1 1l'anticds sempre i quan la
desnaturalitzacid afecti 1l'epitop.

2) La utilitzacidé de tampons renaturalitzants pot recuperar el
reconeixement entre l‘antigen i1 1l’anticds, sempre i quan es recuperi
la conformacidé de l'’epitop reconegut. Amb els tampons utilitzats en
aquesta Tesi s’ha pogut recuperar el reconeixement per part del MAb de
l’antigen amb que s’ha provat (TCEN-49Ag). Segons els propis autors del
métode (Dunn, 1986), perd, no tots els antigens (o epitops) responen
de la mateixa manera i en alguns casos cal cercar altres tampons
renaturalitzants.

3) Aquesta dualitat de tampons pot permetre diferenciar (com s‘ha
fet en aquesta Tesi) entre epitops de seqiiéncia i conformacionals, ja
que el reconeixement dels epitops seqiencials no es veu afectat pels
tampons desnaturalitzants mentre que el reconeixement dels epitops
conformacionals si que es pot veure afectat. S’ha d’'anar alerta, pero,
ja que potser no tots els epitops conformacionals es desnaturalitzen
igualment bé amb els tampons desnaturalitzants (i no tots els
anticossos sén igualment "exigents" amb la conformacidé del seu epitop),
i no tots els epitops desnaturalitzats poden ser recuperats amb els
tampons renaturalitzants.

4) La renaturalitzacié d’antigens per extraccidé del gel SDS-PAGE
amb acid acétic 66% (Bernabeu 1977) ha resultat un métode 1util per
TCEN-49Ag. Aquest métode pot ser una alternativa més per detectar
epitops conformacionals. Encara que la unié d’'aquests antigens en placa
d’ELISA obtinguts de bandes de diferents mobilitats electroforétiques
del gel SDS-PAGE (apartat 14.5) no doni un valor tan exacte de la
mobilitat electroforética de 1l'antigen en giestid, si que permet fer-ne
una aproximacid.
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23 - PATRONS D’IMMUNOREACCIO DELS ANTICOSSOS
OBTINGUTS

Amb els 277 clons productors d’anticossos especifics obtinguts
fins a l’actualitat s’ha constituit una MAbsteca (nom gque se 1li ha
donat a aquesta llibreria de clons productors d’anticossos especifics).
Aguesta MAbsteca és una col.leccid d'eines moleculars que permet marcar
cél.lules, estructures, teixits, fer els seguiments de processos de
regeneracid, creixement i decreixement dels organismes, i inferir dades
sobre les giestions que encara resten obertes dels processos biologics
de planaria i confirmar les que ja han trobat alguna resposta.

La utilitat de poder disposar d‘aquesta MAbsteca queda
corroborada pel treball realitzat per Espinosa (1993) en la confeccid
de la seva Tesina de Llicenciatura sobre la regeneracid de la faringe
per part de cues regenerants. En ella va poder triar aquells clons,
entre tots els obtinguts fins aleshores, que pel seu tipus
d’especificitat pugessin ser utilitzats com a marcadors dels diferents
tipus cel.lulars i estructures implicades en aguest procés. Els
resultats obtinguts van ser rellevants ja que van aportar  noves dades
sobre la regeneracié d’aquesta estructura, la seqiencia de
determinacidé/diferenciacid de diversos dels tipus cel.lulars implicats,
etc.

Els clons seleccionats per formar part d’aguesta col.leccid han
estat classificats, en funcié d‘uns criteris d‘especificitat
jerarquics, en diversos grups per facilitar la seva tria segons el
tipus de marcador que es vulgui disposar. Aquests criteris de
classificacid aixi com els diversos grups de clons obtinguts mereixen

algunes consideracions especials.
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23.1 - Criteris d’especificitat basica

Els clons seleccionats han estat classificats en cinc grans
grups en funcidé dels segiients criteris:

A - marcatge cel.lular (en ceél.lules concretes) » veure B
- marcatge no cel.lular (en estructures no cel.lulars de
planaria o en organuls cel.lulars comuns a totes les

cel.lules) » Especifics d’estructures subcel.lulars

B - marcatge en cél.lules d’un sol tipus cel.lular » veure C
- marcatge en ceél.lules de més d’un tipus cel.lular »
veure D
Cc - marcatge en totes les cel.lules d'un tipus cel.lular »
Especifics de tipus cel.lular
- marcatge en algunes cel.lules d‘un tipus cel.lular »
Especifics de subtipus cel.lular
D - marcatge present en totes (o gairebé totes) les cel.lules

d'una regidé de l’organisme » Especifics regionals

marcatge present en diferents tipus cel.lulars no
restringits regionalment » Especifics de més d’un tipus
cel.lular

La classificacidé dels clons segons aquesta clau dicotomica
presenta alguns punts conflictius:

1) Hi ha Mabs, com el TEPI-46 (apartat 19.2.1) que
immunoreacciona alhora amb cél.lules rabditiques i epitelials,
morfoldgicament diferents i descrites unes com a precursores de les
altres (Skaer, 1961; Bagufia, 1973). O altres, com el TMUS-13, que és
especific de cel.lules musculars 1 immunoreacciona també amb alguns
neoblasts (la diferenciacid dels mioblasts a partir dels neoblasts ha
estat demostrada per Le Moigne (1967) i Pedersen (1972)). En aguests
dos casos, 1 en altres com aquests, s'han classificat com a especifics
cel.lulars, no com a especifics de més d'un tipus cel.lular, ja que en
ells un dels tipus cel.lulars esta descrit com a precursor de l’altre.
Per tant, 1l’antigen reconegut pot ser considerat com antigen de
diferenciacid (veure apartat 23.2.5 per la discussié de la definicid
d’antigen de diferenciacid).
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2) Hi ha MAbs, com molts dels que immunoreaccionen amb
subpoblacions de cél.lules ciandfiles, que poden plantejar el dubte de
si realment sén subtipus cel.lulars (definits segons els criteris
morfologics classics), o si haurien de ser considerats com a tipus
cel.lulars diferents segons criteris moleculars. En tots aquests casos
se’ls ha considerat com a especifics de subtipus cel.lulars ja que
s’han trobat determinants antigénics comuns (anticossos que
immunoreaccionen amb tots aguests subtipus alhora, per® no amb altres
tipus cel.lulars).

3) Hi ha MAbs que immunoreaccionen amb més d’un tipus cel.lular
morfoldgicament descrit. L'existéncia de determinants antigénics comuns
en tipus cel.lulars diferents pot estar relacionat amb llinatges
cel.lulars, funcions cel.lulars, programes comuns de desenvolupament,
etc (veure apartat 23.2.4 per la discussidé d’aquests MAbs), perd posa
en entredit el punt anterior, ja que els subtipus cel.lulars establerts
molecularment podrien ser considerats de la mateixa manera, com a tipus
cel.lulars relacionats per llinatge, funcidé, programa comi de
desenvolupament, etc. No sembla raonable, perd, considerar com a
subtipus cel.lulars els tipus cel.lulars morfologicament descrits que
presenten determinants antigénics comuns (p.e., cel.lules nervioses 1i
gastrodérmiques, reconegudes pel MAb TNER-47). També cal tenir present
que la preséncia d'‘epitops comuns no implica necessariament la
presencia d’antigens comuns.

4) Finalment, hi ha autors (com Heimfeld, 1985), que consideren
antigens restringits regionalment aquells gue estan restringits en un
tipus (o subtipus) cel.lular d’'una determinada regidé de 1l'organisme.
En la classificacidé feta en aguesta Tesi, s’'ha aplicat una definicid
molt més restrictiva d’antigen regional (apartat 9.1), considerant que
els altres poden ser classificats com especifics de subtipus cel.lulars
amb wuna localitzacidé restringida a una determinada regidé de
1l’organisme.
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23.2 - Especificitat cel.lular

23.2.1 - Tipus cel.lulars que han generat anticossos
especifics

La majoria dels tipus cel.lulars de D. tigrina han generat clons
productors especifics. De fet, tant sols els neoblasts no han generat
cap anticos que els reconegui només a ells (especifics i exclusius de
neoblasts). De totes maneres hi ha MAbs, com el TMUS-13, que reconeixen
un antigen present en cél.lules musculars madures i també en alguns
neoblasts (probablement en estat de diferenciacid cap mioblast i
cél.lula muscular adulta; apartats 23.2.5 i 24). Tret del cas aillat
(perd molt important) dels neoblasts, que sera comentat a l‘apartat
23.2.7, tots els altres tipus cel.lulars han generat anticossos que els
reconeixen especificament a ells.

Respecte la generacidé de clons productors per part dels tipus
cel.lulars es poden fer les consideracions seglients:

1) Les cél.lules macerades totals han estat el tipus 4d'immunogen
que amb menor esfor¢ d’obtencidé ha generat més clons especifics de
tipus cel.lulars. Agquest tipus d’immunogen ha generat anticossos contra
tots els tipus cel.lulars diferenciats en poques fusions. El fet de ser
una fraccid particulada probablement la fa molt immunogénica (Harlow
i Lane, 1988), al mateix temps que la resisténcia al trencament de les
cél.lules que confereix la maceracié fa que no es trenquin les
cél.lules secretores (ni les altres), i que per tant no vessin els seus
productes de secrecidé altament immunogénics. D‘aquesta manera no tota
la resposta immune del ratoli es desvia cap aquests antigens més
immunogénics. Contrariament al que aixd fa suposar, els antigens
reconeguts pels anticossos aixi generats no sén de superficie
cel.lular, sind que la majoria sén citoplasmatics. Aixd probablement
es deu al trencament de les cél.lules en l1l’interior de la cavitat
intraperitoneal per part del sistema immunitari del ratoli.

2) Hi ha tipus cel.lulars que han generat un gran nombre de clons
especifics d’ells. Aquests tipus cel.lulars corresponen a les cél.lules
secretores 1 a les musculars, indicant que agquests dos tipus cel.lulars
sén els que tenen antigens amb més alt poder immunogénic. En el cas de
les cél.lules secretores probablement aquesta alta immunogenicitat
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resideixi en els productes de secreccié que sintetitzen. Aquestes
substancies tenen un alt contingut en polisacarids i han demostrat
tenir un alt poder immunogénic en aguest i en d’altres sistemes
(Mcglade-Mccullok i col., 1990; Synder i col., 1990; Vielmeter i col.,
1991; Paschke i col., 1992; Agata, 1992, comunicacidé personal).

En el cas de les fibres musculars aquesta alta immunogeneitat deu
residir en les proteines especifiques de la fibra muscular, ja que en
la majoria d’anticossos obtinguts el marcatge es restringeix en aquesta
zona (apartat 19.2.5). En fusions fetes amb melses no immunitzades
s'han obtingut també anticossos especifics de cél.lules musculars.
Aguests anticossos es poden explicar per presuntes infeccions de
parasits (que els hagin estimulat), poc possibles per altra banda degut
a les condicions d'estabulament en que es mantenen els ratolins, o
senzillament, i de manera molt simplificada, pel fet que un organisme
té limfocits B capacitats per fer anticossos amb tants paratops (zona
de l'anticds que reconeix especificament l1l’epitop) com determinants
antigénics possibles (en teoria il.limitats). En el moment de la
immunitzacid el que es fa és estimular la proliferacidé de determinats
limfocits B, pero la seva especificitat ja estaria determinada d’antuvi
(Burnet, 1957). Aquests MAbs obtinguts en melses no immunitzades potser
indigquen una certa predisposicid a ser generats per agquests ratolins.

3) Hi ha tipus cel.lulars que han generat un baix nombre
d’anticossos, com és el cas de les cél.lules flamigeres, les
pigmentaries i les nervioses. El cas concret de les cél.lules nervioses
esta discutit a 1’apartat 23.2.6. E1 que les cél.lules flamigeres hagin
generat pocs clons especifics poc ser degut a que és un tipus cel.lular
poc representat respecte el total de cél.lules de l’organisme (Baguifia,
1973; Bagufia i Romero, 1981; Romero i Bagufia, 1991). Els anticossos que
s'han generat ho han fet en fusions fetes amb la totalitat d’antigens
de planaria (no havent-se fet cap fusié especifica per obtenir
anticossos especifics d’aguest tipus cel.lular), havent de competir per
tant amb els més immunogénics per l‘activacidé dels clons. Un segon
problema pot haver estat la dificultat de reconéixer aquest tipus
cel.lular en seccions sagitals combinat amb el fet de que no s'ha
disposat d’un crivellatge tipicament cel.lular fins la fusié F-38.

En el cas de les cél.lules pigmentaries, la dificultat esta en
decidir si el marcatge observat en agquest tipus cel.lular és especific
0o no. Aixd es deu a qué les cel.lules pigmentaries tenen la
particularitat de "segrestar" alguns dels anticossos generats, de
manera totalment inespecifica, i sobre tot a la dificultat de distingir
entre el precipitat de color de la reaccié de la peroxidasa i el propi
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color del pigment. Per evitar clonar i/o crioconservar falsos positius,
s'ha estat molt restrictiu en la seleccid de clons amb aquesta
especificitat, fent que se n'hagin crioconservat molt pocs.

Els anticossos especifics de tipus cel.lulars obtinguts (apartat
19.2) poden ser utilitzats per:

- descripcions anatomiques de l’organisme, com s’'ha fet amb el
MAb TMUS-13 (apartat 19.2.5 i 24), i com han fet diversos autors amb
altres sistemes (p.e. Koizumi, 1992, amb 1’anell nerviés de 1'hipostoma
d’'hidra; en el mateix sistema; o Shimizu, 1992a, en epiteli traqueal
de rata)

- seguiment de processos de desenvolupament i regeneracid, com
ha fet Espinosa (1993) en la regeneracidé de la faringe en planaries amb
anticossos generats en aquesta Tesi, com s’ha fet amb el MAb TCEN-49
(apartats 21 1 25), i com han fet diversos autors en altres sistemes
(p.e. Fujita, 1987, en la neurogénesi de Drosophila; Javois, 1990, en
la dinamica de la formaccié del cap en hidra; Koizumi, 1992, en el
desenvolupament de 1‘anell nervids de l’hipostoma en hidra; Shimizu i
col., 1992b, en la regeneracid de l’epiteli tragueal de rata)

- seguiment de llinatges cel.lulars, com quasi s’'ha fet amb el
MAb TMUS-13 (apartats 19.2.5 i 24), o com es podra fer amb el MAb TEPI-
46 (apartat 19.2.1) que reconeix cel.lules rabditiques i1 cél.lules
epitelials (precursores les primeres de les segones; Skaer, 1961;
Bagufia, 1973), tal i com han fet diversos autors en altres sistemes
(p.e. Littlefield, 1985, en l’'espermatogénesi d’'hidra; Mita-Miyazawa,
1987, en l’especificacid cel.lular en l‘’ascidia Hocynthia roreti). Per
aplicar amb agquesta finalitat els MAbs obtinguts amb el maxim rendiment
possible seria necessari obtenir nous MAbs especifics de diversos
estadis de determinacid/diferenciacid dels diversos tipus cel.lulars
de planaria.

- establiment de 1la seqiencia de determinacid del patrd i
localitzacid i seguiment de l’'aparicid de noves estructures durant la
regeneracidé. A aquest efecte es poden utilitzar MAbs com els especifics
de cél.lules gastrodermiques, musculars, nervioses, etc. Aixi mateix,
amb els Mbs gue immunoreaccionen amb neoblasts en procés de
diferenciacié es podria estudiar si els neoblasts que formen el
blastema hi arriben ja determinats o es determinen un cop assolida la
seva posicid.

- aillament per citofluorometria de fluxe, mitjancant ‘"cell
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sorter", dels diferents tipus (i subtipus) cel.lulars marcats amb
l’anticos corresponent lligat a una molécula fluorescent, podent ser
llavors wutilitzats per a una millor caracteritzacidé o per altres
estudis on convingui tenir tipus cel.lulars aillats.

23.2.2 - Subtipus cel.lulars que han generat anticossos
especifics

En aquesta Tesi s’ha utilitzat indistintament 1'expressiod
subtipus cel.lular i subpoblacidé cel.lular davant la impossibilitat de
seguir uns criteris objectius ja que cada autor utilitza indistintament
una de les dues expressions. En el nostre cas poden ser donades com a
sindnimes ja que tots dos fan referéncia a subconjunts de cél.lules que
estan englobades en un conjunt més ampli.

La majoria d’anticossos generats que han mostrat especificitat
per subtipus cel.lulars reconeixen subpoblacions cel.lulars de
cél.lules secretores. La majoria d’aquests subtipus cel.lulars estan
restrigits territoralment (en el cap, en la cua, en la zona dorsal, en
la faringe, etc.; apartat 19.3.1). Aquesta restriccid territoral, que
en alguns casos coincideix amb les localitzacions descrites per Bagufia
(1973) per subtipus cel.lulars morfoldogicament diferenciats, és deguda
a antigens que solament s'expressen en aquestes zones. Aquests antigens
poden ser de localitzacidé (antigens que donarien una determinada
posicid a la cél.lula) o ser productes de secrecid diferencials entre
les cél.lules d’un mateix tipus cel.lular en diferents regions de
l’organisme. De les dues alternatives la més factible per la majoria
dels casos és la segona, ja que el marcatge en aquestes cél.lules és
molt intens (i per tant l'antigen és molt abundat), i han generat molts
clons especifics (i per tant sén altament immunogénics), com correspon
a un producte de secrecid (apartat 23.2.2).

Aquest marcatge en subtipus cel.lulars podria ser utilitzat com
a marcador en la regeneracié de les seves respectives zones
d’expressié. En la majoria dels casos, perd, 1l'expressid d'aquests
antigens en els territoris de nova formacid és molt tardana (Espinosa,
1993). Aquesta expressidé tan tardana es pot relacionar amb que els
antigens reconeguts per aquests MAbs siguin productes de secrecid, ja
que aquests productes no seran sintetitzats fins que la cél.lula arribi
a la maduresa.
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En el cas de les subpoblacions de cél.lules epidérmiques (apartat
19.3.3) detectades, aquest reconeixement diferencial per part dels
anticossos pot indicar diferents funcions per part de les cél.lules
implicades, diferéncies en el seu llinatge i/o en el seu origen.
Agquests poden ser el cassos del MAb TEPI-15.4, que reconeix algunes
cél.lules ciliades perd no totes, l’anticds TF-58.2, que reconeix les
cél.lules epidérmiques de la faringe, o 1l’anticdés TEPI-17.1, gque
reconeix Unicament les ceél.lules epidérmiques dorsals (apartat 19.3.3).
El cas del MAb TEPI-15.4 també pot ser explicat considerant que podria
tractar-se de cél.lules en diferents estadis de diferenciacidé o de
maduraciéd.

L’'anticos TEPI-17.1 (epidermis dorsal) podra ser utilitzat durant
la regeneracidé com a marcador del recobriment de la ferida per part de
1l’epidermis (formacidé de 1l’'epiteli cicatricial). D’aguesta manera es
podria estudiar el recobriment diferencial de la ferida proposat per
Chandebois (1980) (apartat 2.2). Aguest model postula el recobriment
epidérmic com a regidé frontera per determinar la polaritat, assenyalant
1'epidermis dorsal com a responsable del recobriment de la ferida en
regeneracions cefaliques 1 1l‘epidermis ventral en el cas de les
caudals. Amb aquest anticds es podria distingir si hi ha recobriments
diferencials de la ferida, i si és aixi quina epidermis intexvé en cada
cas.

El mateix podria ser aplicat al MAb que reconeix especificament
les cél.lules musculars longitudinals. L‘antigen reconegut pot ser
degut a una diferent funcionalitat d’aquests dos subtipus de cél.lules
musculars o podria ser un reflex d‘un llinatge i/o origen diferent
entre aquests dos tipus de cel.lules.

En les immunodeteccions de subtipus cel.lulars de dificil
classificacidé (apartat 19.3 4) les cél.lules reconegudes no estan
restrigides territorialment ni s’observa cap relacid entre ells massa
clara. L'existéncia d‘’aquests subtipus cel.lulars pot ser deguda a
diferencies en la seva funcidé o a que estiguin en diferents estadis de
maduracidé (antigens de diferenciacid, apartat 23.2.5). Seria molt
interessant comprovar de quin dels dos casos es tracta en cada anticods,
ja que si fos el segon cas potser es podrien comencar a establir
llinatges complerts de tipus cel.lulars.

Finalment, cal dir que l’elevat nombre de subtipus cel.lulars
immunologicament detectats mostra una gran heterogeneitat a nivell de
marcadors moleculars. Aquesta heterogeneitat era esperada ja que, amb
aquestes técniques, s’estan detectant simplement molécules que poden
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diferir si canvia l’estat de la ceél.lula, el seu tipus de funcidé (per

petit 1 aparentment insignificant que sigui el seu canvi), la seva
localitzacid, etc. Aguests resultats estan en concordanca amb les
descripcions fetes per altres autors (p.e. Dunne, 1985, en
subpoblacions de neurones en hidra; Mackenzie i col., 1989, en

subpoblacions de ceél.lules epidérmiques de ratoli; Shimizu i col.,
1992a, en subpoblacions de ceél.lules epitelials de tragquea de rata; Go
i col., 1892, en petites subpoblacions de neurones en sistema nervids
central de Drosophila).

Aquestes subpoblacions cel.lulars poden ser utilitzades com
marcadors en regeneracidé i desenvolupament, com fa p.e. Fujita (1987)
a la neurogénesi de Drosophila, o Schimizu i col. (1992b) amb
subpoblacions de cél.lules epitelials de traquea de rata.

23.2.3 - Relacions antigéniques entre tipus cel.lulars
diferents

Els tipus cel.lulars diferents que han presentat marcatge front
el mateix anticds tenen en alguns casos el mateix origen embrionari,
com és el cas del MAb TG-15.1 que reconeix cel.lules goblet i cél.lules
columnars de la gastrodermis (endoderm), o el MAb TEPI-46 que reconeix
cé.lules rabditigques i epitelials (ectoderm). Aguests casos permeten
suposar, perd no demostrar, la preséncia d’'antigens comuns a un
programa o llinatge embrionari concret. Tenint en compte la manca de
dades especifiques, seria convenient esbrinar si aquests antigens
s'expressen en cél.lules indiferenciades precursores del tipus
cel.lular considerats.

En altres casos, els tipus cel.lulars reconeguts no tenen un
mateix origen embrionari. Cal citar, per exemple, el cas del MAb TNER-
47, que immunoreacciona amb les ceél.lules nervioses i amb les
gastrodérmiques. Encara que l’origen embrionari sigui diferent, es pot
argumentar el caracter "epitelial" d’ambdés (ectoderm i endoderm), o
el fet que s’'hagin detectat neuropéptids i neurohormones comunes en
ambddés teixits (Gustafsson i Reuter, 1990).

Un altre exemple és el del MAb TF-17.1 (o TCAV1), que
immunoreacciona alhora amb cél.lules epitelials de la cavitat faringia,
del lumen faringi, cél.lules goblet i cel.lules columnars

gastrodérmiques. En organismes intactes es ddna una continuitat fisica
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entre agquests tipus cel.lulars ja que la gastrodermis contacta
directament amb l‘epiteli del lumen faringi, i agquest ho fa amb el de
la faringe i cavitat faringia. Es més, durant la regeneracidé de la
faringe, la cavitat faringia 1 la faringe s‘originen dins el
parénquima, junt a la gastrodermis, connectant més tard amb l’epiteli
extern de l'organisme. Aquest cas pot suggerir-nos un programa comu
entre l’epiteli faringi 1 la gastrodermis, pero cal esbrinar la
preséncia de cel.lules precursores indiferenciades gque expressin
aquests antigens.

Les possibles relacions, més o menys aventurades, entre tots els
altres casos detectats estan esquematitzades a la figura 41 de
l’apartat 19.4. Aquestes relacions antigéniques entre tipus cel.lulars
diferents s’'han trobat també en altres espécies de planaria (Shirakawa
i col., 1991, troba determinants antigénics comuns entre epidermis i
gastrodermis en Phagocata vivida) i en altres grups d’organismes. Cal
citar, per exemple, el cas detectat per Goldhamer i col. (1989) en
tritd, on les cél.lules de l’'epiteli de recobriment en regeneracid i
les cél.lules especialitzades en transport presenten un mateix antigen
implicat en canals o bombes d’ions.

Cal tenir sempre ben present, perdo, gque els MAbs detecten
determinants antigénics, no molécules, encara que sovint es faci servir
1’expressidé "l‘antigen detectat per 1'anticds". Aquesta puntualitzacid
és necessaria ja que pot ser que dos antigens diferents tinguin un
epitop igual o molt semblant, i sigui justament agquest el que detecti
l’anticos.

23.2.4 - Egpecificitat subcel.lular

Les estructures subcel.lulars (apartats 19.1 i 23.1) que han
generat anticossos especifics sén la lamina basal i els nuclis de tots
els tipus cel.lulars.

Les molécules de la lamina basal reconegudes pels anticossos amb
aquesta especificitat deuen ser components d’ella, perd no s’'ha fet cap
estudi concret.

Dels anticossos amb especificitat nuclear obtinguts s‘'ha
caracteritzat el MAbs TNU-46 (apartat 19.5.2). El reconeixement
d’aquest MAb no es ddéna en proteines nuclears sind que es ddéna en el
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DNA, com ho demostren els tractaments amb DNAases i amb proteases.
Aguest reconeixement es veu corroborat pel fet que reconeix DNA de
totes les espeécies en que s’'ha assajat (veure apartat 19.5.2).

El fet d’obtenir MAbs anti DNA fa reflexionar sobre les
conseguéncies que aixd comporta pel ratoli:

1) Si l'estimulacidé del clé productor es va generar amb la
immunitzacidé, wvol dir que en el fons es wva induir una malaltia
autoimmune en el ratoli, ja que els anticossos generats pels clons aixi
estimulats reconeixen també el DNA del ratoli. La malaltia del "lupus
eritromatds" consisteix justament en el reconeixement del DNA per part
dels anticossos del propi organisme.

2) Si el clé productor ja estava estimulat, vol dir que el ratoli
estava afectat per aguesta o una altra malaltia autoimmune similar.

Sigui com sigui, la capacitat del sistema immune de generar
anticossos anti DNA Jja hi era abans de la immunitzacid, fet que
aparentment contradiu la teoria de la seleccid clonal ja que aguest
tipus d’especificitat no s’hauria de produir mai. De totes maneres, es
pot considerar que el fet que la soca de ratoli utilitzada (Balb/C)
sigui isogeénica fa que sigui propensa a presentar problemes d’aquest
estil, de manera gque un individu salvatge ("heterogénic") potser no
pugui desenvolupar mai aguest tipus d’anticossos. Seria interessant,
perd, aprofundir més en agquesta gliestid.

La resta d’anticossos especifics de nucli no han estat
caracteritzats de manera que no es pot dir si reconeixen també DNA o
si sén especifics de proteines nuclears.

23.3 - Tipus cel.lulars vs subtipus cel.lulars

Una de les primeres questions que sorgeixen quan s’'observen les
cél.lules detectades pels anticossos obtinguts, és fins a quin punt els
criteris moleculars per definir tipus cel.lulars s’adapten als criteris
morfologics, definint criteris moleculars en aquest cas concret com la
preséncia de determinants antigenics generals i/o exclusius. En la
majoria dels casos, hi ha una absoluta concordanga entre els dos
criteris, perd en d’altres hi ha discrepancies aparents. Aguestes
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resideixen en la definicid de subtipus cel.lular. Si es defineix com
un grup de cel.lules que presenten, en un determinat moment, unes
caracteristiques que permeten diferenciar-les d'altres cél.lules, perd
que tenen el mateix origen i en general, la mateixa funcidé i/o
morfologia, aquesta discrepancia desapareix.

En les observacions fetes amb agquest anticossos no hi ha sempre
una correspondeéncia entre els subtipus cel.lulars definits
morfologicament i els definits molecularment. Aquesta aparent falta de
correspondéncia sembla justificada en que els marcadors moleculars sén
més "sensibles" gque els morfologics, en el sentit de ser molt més
susceptibles a canvis d’'expressid, de localitzacidé, d'estadi de
maduracidé, etc. Es més, molts dels subtipus morfoldgics estan descrits
com a precursors els uns dels altres (Bagufia, 1973). Per tant, 1
juntament amb 1l’existéncia de MAbs que immunoreaccionen indistintament
amb els diferents subtipus cel.lulars que constitueixen un unic tipus
cel.lular, sembla 1logic seguir considerant-los com a subtipus
cel.lulars.

23.4 - Antigens de determinacidé vs antigens de
diferenciacid

Per antigen de diferenciacid (desde el punt de vista d'aguest
analisi molecular amb anticossos) s’ha entés aquell antigen que, estant
present en cel.lules diferenciades (madures), també es troba present
en cél.lules indiferenciades i/o en vies de diferenciacié. Es pot
citar, per exemple, el cas de l‘antigen reconegut pel MAb TMUS-13
(neoblasts 1 ceél.lules musculars) i el reconegut pel MAb TEPI-46
(cél.lules rabditiques i epidérmiques).

En canvi, aquells antigens que estiguessin presents en ceél.lules
indiferenciades 1 solament en els primers estadis de diferenciacid
serien definits (des del mateix punt de vista anterior) com antigens
de determinacid (determinarien al neoblast cap a un desti concret).

De totes maneres, aquestes definicions sén molt laxes i depenen

de com s’entenguin les fronteres (si es que n‘hi ha) entre determinaciéd
i diferenciacidé (Hall i Watt, 1989; Potten i Loefler, 1990).
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23.5 - Per qué alguns tipus cel.lulars han generat pocs
clons? El1 cas de les ceél.lules nervioses

Les cel.lules nervioses han generat molt pocs clons especifics,
i la majoria d’aquests s’'han detectat en fusions en gue s‘utilitzaven
immunoégens molt concrets: fraccions proteiques de cél.lula nerviosa i
fraccions cel.lulars enriquides en ceél.lula nerviosa. Per altra banda,
i a diferéncia d’altres sistemes, no s’'ha obtingut cap marcador de
subpoblacions de cél.lules nervioses, com les detectades per Dunne
(1985) en hidra, o Masahiro (1992) en Drosophila, per exemple.

El baix nombre d’anticossos especifics d'aquest tipus cel.lular,
i sobre tot el no haver obtingut cap clé especific de subtipus de
cel.lules nervioses, ha estat un "handicap" per alguns treballs fets
sobre sistema nervids de planaria (Burgaya, 1992), en els quals hagués
estat interessant el poder-ne disposar. Amb la utilitzacidé de MAbs
especifics de poblacions de cél.lules nervioses es podrien inferir
dades sobre l’estructura i funcionalitat del sistema nervids.

Hi ha varis motius pels que potser no s’hagin generat suficients
clons:

1) Malgrat la preséncia en sistema nervidés de molécules
exclusives d’ell, podrien trobar-se en quantitats suficientment baixes
com per no ser capaces d‘activar clons especifics d’elles. Aixd pot
tenir una especial importancia en les hipotétigues subpocblacions de
cel.lules nervioses, ja que probablement: els possibles marcadors
d’elles no serien detectats en un gel SDS-PAGE per la dificultat
d‘aillar "a priori" aquestes subpoblacions (Fujita, 1887).

2) Encara que alguna molecula estigués molt representada en les
cél.lules nervioses, podria tractar-se d‘un hapté gue no estimulés la
formacid de clons especifics d’ella a no ser gue anés acompanyada d’un
"carrier" (i no s'ha fet cap immunitzacié amb homogenat provinent d’un
enriquiment en cél.lules nervioses lligat a un "carrier").

3) Encara que els determinants antigénics de les hipotétiques
poblacions de neurones estiguessin ben representats en elles, potser
aquestes subpoblacions (si es que existeixen) sén tant petites que
aquests antigens no sén suficients (i més si han de competir amb
molécules altament immunogéniques) com per estimular la generacid de
clons especifics.
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23.6 - Per qué alguns tipus cel.lulars no han generat cap
cldé especific i exclusiu d’ells? El1l cas del neoblast

Els neoblasts sén 1l’dnic tipus cel.lular contra el que no s'ha
generat cap clé especific 1 exclusiu, encara que hi ha anticossos
especifics de cél.lules diferenciades gque reconeixen cel.lules amb
morfologia indiferenciada, com per exemple el MAb TMUS-13 (apartats
19.2.5, 20.1 i 24) o el MAb TCEN-49 (apartats 21.2 i 25). Quan
s'examinin amb molt més detall tots els anticossos obtinguts, es
trobaran probablement bastants més que presentin aquest patrd de
marcatge. Es pot considerar que les cél.lules ‘"indiferenciades"
immunoreactives haurien comencat el cami de la diferenciacid o estarien
a punt de fer-ho.

Per tant, uUnicament ens quedaria trobar un marcador especific de
les auténtiques «cél.lules soca, totalment indiferenciades i
indeterminades, capaces de donar tots els altres tipus cel.lulars.

Els intents realitzats per diversos grups de marcar els neocblasts
amb nucleodotids tritiats o amb brom deoxiuridina (ja que els neoblasts
sén les Uniques cél.lules amb capacitat de divisid) no han reexit. Amb
la mateixa finalitat, i mentre s’estava escribint agquesta Tesi, s’'ha
intentat trobar immunoreaccié en els neoblasts amb anticossos
comercials especifics de ciclines (PCNA) Casaco i col., 1993). Les
ciclines sén antigens nuclears de proliferacid cel.lular, proteines
auxiliars de la DNA polimerasa delta (Miyvachi i col., 1978; Bravo i
Celis, 1985; Ten i col., 1986; Prlich i col., 1987), 1 gque sols
expressaran els neoblasts per ser les Uniques cél.lules de planaria amb
capacitat de ciclar. Les provatures fetes fins a 1l’actualitat no han
estat exitoses.

Suposant 1’existéncia d’'agquesta subpoblacidé de neoblasts (Bagufia
i col., 1990), i suposant que tingui determinants antigénics exclusius
d’ella, pot haver diversos motius pels quals no s’'hagi generat cap cld
especific d’elles:

1) Malgrat els neoblasts representen un 20-30% del nombre total
de ceél.lules de planaria, tant sols representen un 4-6% del volum
corporal, de manera gque si s’utilitzen homogenats totals els
determinants antigeénics propis quedaran molt diluits en el total.
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2) La quantitat de citoplasma que presenten els neoblasts és molt
minsa, i encara que s’'utilitzin poblacions enriquides en neoblasts, el
20-30% de cel.lules contaminants (apartats 7.2.5 i 22.1.1.3) fan que
els antigens especifics de neoblast es trobin molt diluits.

3) Els possibles determinants antigénics dels neoblasts poden ser
molécules amb una representacié molt baixa (tipus receptors, per
exemple) i/o ser molt poc immunogéniques i fins i tot haptens.

4) Aquests tres motius queden accentuats si considerem que els
neoblasts poden ser una poblacid heterogénia, formada per unes pogues
"stem cells" auténtiques i diferents subpoblacions de neoblasts en
diferents estadis i/o en diversos camins de diferenciacidé (Bagufia i
col., 1990; veure apartat 3, fig. 5), tal i com es pot despendre dels
resultats obtinguts amb els MAbs TMUS-13 i TCEN-49, ja que tots dos
reconeixen ceél.lules amb morfologia de neoblasts. Si considerem les
dades que es tenen en planaria (Bagufia, 1973; Saldé i Bagufia, 1984;
Bagufia i col., 1990; Auladell, 1990) i les dades que es tenen amb
altres sistemes similars, potser tant sols un 3-5% dels neoblasts
siguin auténtigues ceél.lules soca (apartat 3). Extrapolant a la resta
d‘anticossos de que es disposa, el fet que el MAb TCEN-49
immunoreaccioni amb molts dels neoblasts de la regidé central de
l'organisme (apartats 21.2 i 25) i que el MAb TMUS-13 ho faci amb
bastantes de les cel.lues morfoldgicament indiferenciades que formen
el primordi de la faringe (apartats 19.2.5 i 24; Espinosa, 1993), pot
portar a considerar gue el nombre d‘auténtiques cél.lules soca
representaria una fraccidé molt petita del total de neoblasts. Aixi
mateix, segons els teballs relitzats per Bagufia (1973, 1976, 1981),
Sald (1984), Romero (1987), Romero i Bagufa (1988), Bagufia i col.
(1989) i Baguia i col. (1990), sembla molt més probable que si
existeixi una poblacid, per reduida que sigui, d’auténtiques "stem
cells".

Per tant, els possibles determinats antigénics de les auténtiques
cél.lules soca estarien en un nombre molt reduit de cél.lules i
probablement amb poca quantitat, tant si sén citoplasmatics (ja que els
neoblasts sén céel.lules amb una quantitat de citoplasma molt minsa,
Bagufida 1973; Bagufia i Romero, 1981; Romero, 1987; Auladell, 1990), com
si estan ancorats a membrana (per semblances a altres sistemes).

Cal plantejar-se la possibilitat, encara gue remota, gque no
tinguin determinants antigénics exclusius. De fet, en patrons proteics
diferencials fets amb gels 2D-PAGE entre cel.lules diferenciades i
neoblasts per Collet (1990), no s'observen proteines especifiques de
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neoblast sind solament expressions diferents en algunes d'elles. Si
aixo fos aixi, no tendria sentit seguir buscant marcadors exclusius
d’auténtiques cél.lules soca. De totes maneres el més probable es que
tinguin algunes molécules exclusives, tals com receptors, mecanismes
de transduccié de senyals, ciclines, etc. (Fujita, 1987; Hall i Watt,
1989; Potten i Loefler, 1990).

Es evident que seria molt Util poder disposar d’'un marcador
d’aquesta poblacié de neoblats ja que podria ser utilitzat durant la
regeneracié, en l’estudi de llinatges cel.lulars, etc. A més a més, la
molécula reconeguda tindria, probablement, un paper primordial en els
processos de determinacidé/diferenciacidé dels neoblasts, o de
manteniment del seu estat indiferenciat "pur". Per aconseguir aquest
marcador, s’estan obtenint a l’actualitat fraccions molt pures de
necblasts separant les cel.lules amb doble contingut de DNA (mesurat
per marcatge fluorescent amb DAPI) per "cell sorter" mitjancant
citofluorometria de fluxe (R. Romero, comunicacid personal), ja que
totes elles seran neoblasts (les Uniques cél.lules a planaria amb
capacitat de divisidé). Els resultats obtinguts fins ara sén
esperancadors, perd cal tenir ben present les dificultats comentades
en aquest apartat.

23.7 - Per gque algunes estructures no han generat cap clé
especific d’elles? El cas dels blastemes de
regeneraciod

Cap de les immunitzacions fetes amb blastemes de diversos estadis
de regeneracidé ha generat clons especifics d’algun d’aquests estadis.
En totes aquestes fusions, el crivellatge s‘ha fet sobre organismes
regenerants en el mateix estadi de regeneracié de manera que si
s'hagués generat un cldé productor s’‘hauria hagut de detectar. Els
motius pels quals no s’'ha detectat cap determinant antigénic especific
poden ser els ja esmentats en el cas de les cél.lules nervioses i dels
neoblasts. Breument, aquests serien:

- antigens expressats en baixes proporcions, quedant
"emmascarats" per altres antigens més abundants

- antigens poc immunogenics, potser fins i tot haptens
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A més a més, caldria afegir la possibilitat de que no s‘haguessin
triat correctament els estadis de regeneracid. Aquesta tria s‘'ha fet
en funcié dels estadis on s’han detectat augments forts de sintesi de
RNA i proteina (Salé, 1984), amb la idea que seria més probable trobar
molécules especifiques d'estadis de regeneracid després d’aguests pics
de maxima sintesi, donat que aquestes es trobarien representades amb
el seu maxim grau.

En alguna fusidé es pot haver generat algun clé especific que
detectés un determinant antigénic de territoris adults i que estigués
absent del blastema de regeneracid (com han aillat, per exemple, Yang
i col. (1992) en extremitats d’amfibis). En totes les fusions s’'han
generat clons productors d’'anticossos que immunoreaccionen amb tots els
teixits de planaria, perd en cap cas s'han fet reaccionar amb
organismes regenerants per veure si l’antigen reconegut estava present
o no en la zona del blastema.

En les fusions relitzades amb blastemes de regeneracid es
pretenia també aillar clons especifics de cél.lules en diversos estadis
de diferenciacidé (ja que en un blastema s'haurien de trobar cel.lules
en els diversos estadis de determinacid/diferenciacid) i de molecules
implicades en el reestabliment del patré i de les diverses estructures
i teixits (com per exemple molécules "guia"), com han fet en altres

organismes, per exemple, Denburg i cel. (198%), en neurones en
creixement; Mcglade-Mcculloh (1990), en els primers estadis de
desenvolupament neural en hirudinis; Synder i col., (1980), en la
mateixa situacid en aus; Vielmeter i col. (1991) i Paschke i col.

(1992), en axons retinals de carpa en creixement.

Els motius pels guals no s’'han detectat anticossos especifics
d’'els diversos estadis de determinacié/diferenciacié cel.lular i de
molécules implicades en el reestabliment d’estructures poden ser els
mateixos que els comentats pels blastemes de regeneracié.

Seria interessant poder disposar d‘aquests marcadors per fer
seguiments en regeneracidé, llinatges cel.lulars, establir diversos
estadis moleculars de la formacié i desenvolupament del blastema, etc.,
ja que ajudarien a entendre els mecanismes de desenvolupament i
regeneracié implicats en aquests processos. Per aconseguir-los,
s'hauria de treballar, per exemple, amb electroforesis 2D-PAGE buscant
antigens diferencials entre blastemes de regeneracidé i organismes no
regenerants, de manera que si es continuessin fent fussions,
probablement es podrien trobar alguns clons amb agquestes
especificitats.
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24 - TMUS-13, DE LA DIFERENCIACIO CEL.LULAR A
LES DIFERENCIES FILETIQUES

24.1 - TMUS-13 reconeix un determinant antigénic especific
de Filum

En les immunodeteccions fetes amb el MAb TMUS-13 en espécies de
diversos Filums tant d’'invertebrats com de vertebrats, s’observa que
tant sols presenten immunoreaccid les espécies pertanyents al Filum
Platihelmintes, 1 en cap cas s’ha detectat immunoreaccidé en espécies
d'altres Filums (nemertins, artropodes, moluscs i vertebrats),
assajant-se sobre musculatura 1llisg i estriada (en moluscs i
vertebrats), cardiaca (en veretebrats) i llisa prévia a 1l‘’aparicid de
l'estriada (nemertins i artropodes).

Dels resultats obtinguts podem assumir gque el determinant
antigénic reconegut per TMUS-13 no és comi a tots el tipus de
musculatura, ni tant sols a tota la musculatura llisa (el tipus de
fibres presents a planaria), sind gue es present a totes les espécies
de platelmints, tant en organismes de vida lliure com en parasits.
Aquest fet és forca interessant i a la llarga pot tenir aplicacions en
la deteccid de platelmints (especialment interessant en el cas dels
parasits) (Ayala, 1983).

L’antigen reconegut no forma part de les estructures contractils
de la fibra muscular sindé del sarcoplasma que les envolta, tal i com
es despreéen de les immunotincions sobre cél.lules macerades utilitzant
com anticos secundari un anticos comercial lligat a or coloidal (veure
apartat 19.2.5). Aguesta localitazacid subcel.lular de 1l’antigen no és
observable quan s’‘utilitzen anticossos secundaris 1lligats a HRP
(peroxidasa de rave), que proporciona un marcatge menys concret i que
s’'escampa per tota la fibra muscular.
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24.2 - TMUS-13, marcador de la diferenciacid dels neoblasts
en cel.lules musculars

El Mab TMUS-13 ha estat emprat en regeneracié, de manera
preliminar, per fer un seguiment de la contraccidé de la zona de la
ferida previa a la cicatritzacidé, en el que s’han corroborat els
resultats obtinguts per Sald (1984) i M. Ribas (dades no publicades)
sobre aquest procés. En les immunotincions fetes s’observa la forta
contraccid de la musculatura durant les primeres hores de regeneracid,
seguida d’'un posterior relaxament de la mateixa un cop la ferida ha
quedat coberta per 1l’epiteli cicatricial (Saldé, 1984; Ribas i Bagufia,
1986) .

Més interessant és que l’antigen reconegut per aguest MAb sigui
present en neoblasts que s’estiguin diferenciant cap a cél.lules
musculars, fet ja esmentat per Espinosa (1993). Mercés aquest marcatge
es pot establir que les cél.lules musculars que formen la musculatura
de la faringe durant la regeneracié d’aquesta no provenen de cél.lules
musculars madures del parénguima circumdant sindé que eg formen "de
novo", per epimorfosi (veure apartat 2.2), a partir de neoblasts dins
el primordi de la nova faringe (apartat 20.1).

Aquest marcatge planteja una série de questions importants sobre
els mecanismes de determinacié/diferenciacidé cel.lular durant la
regeneracid aixi com sobre els models de llinatges cel.lulars:

- les ceél.lules morfologicament indiferenciades que expressen
aguest antigen en el primordi de la faringe (format per acumulacid de
neoblasts que han migrat fins aquesta localitzacid, Saldé, 1984), estan
ja determinades quan van a formar part del primordi de la faringe, o
es determinen dins d’ell?

- aquestes mateixes cel.lules, es van dividint abans de completar
la seva diferenciacidé, o ja perden (o han perdut) la capacitat de
divisid un cop expressen aguest antigen?

Amb estudis més exhaustius amb aquest i altres MAbs es podran
obtenir dades que permetin dilucidar, d‘entre altres qliestions:

- quin dels models d'amplificacié, determinacidé i diferenciaciéd
de la poblacié de neoblasts és el predominant en planaria (apartat 3)
(1.- equivalencia dels neoblasts del compartiment d’amplificacié vs 2.-
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llinatges definits desde la cél.lula soca; Hall 1 Watt, 1989; Potten
i Loefler, 1990; Bagufia i col., 1990)

- els neoblasts que formen els blastemes de regeneracié soén
autéentiques cél.lules soca (segons la definicid de l’apartat 3) o molts
d’ells estan ja determinats a algun tipus cel.lular concret i es troben
dins el compartiment d’'amplificacié.
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25 - LES RESTRICCIONS MOLECULARS REGIONALS A
PLANARIA

25.1 - Les regions de planaria

El cos de planaria ha estat tradicionalment dividit en cinc
regions en funcidé de criteris morfoldgics (Bronsted, 1969; Baguifia,
1973): cefalica, prefaringia, faringia, postfaringia i caudal (apartat
21.2.1, fig. 48). Els criteris morfoldgics emprats per 1l'establiment
d’aquestes regions sén la preséncia d’estructures identificables com
la faringe i els ganglis cefalics (que donarien la regid cefalica i la
faringia), la proximitat a alguna de les estructures abans esmentades
(que donarien la regié pre i postfaringia), i per exclusid la regid
caudal. Aquests criteris morfologics, tret potser de la faringe, deixen
un ampli marge en la definicid dels limits entre elles.

Aquestes regions presenten un transfons detectable durant els
fenomens de regeneracid, creixement i decreixement (Bagufia, 1973, Sald,
1984), basat, d’entre altres factors, en el percentatge de cél.lules
indiferenciades respecte les diferenciades (més alt a les regions pre-
i post-faringia). De totes maneres, cal plantejar-se fins a quin punt
les diferéncies morfologiques observades entre elles sén degudes a una
expressidé diferencial de determinades molécules (o a l'activitat de
determinats gens) en aquestes regions concretes, o bé si aquestes
activitats géniques diferencials actuen entre uns limits diferents als
establerts per aquestes regions per manifestar-se després en forma de
les diferéncies regionals observades.

L’antigen detectat pel MAb TCEN-49 és el primer d’'ambit regional
detectat a planaria (i l’'dnic fins a 1l'’actualitat). La deteccid
d’agquest antigen regional, definit segons els criteris de 1l'’apartat
9.1, representa la primera dada molecular de diferéncies regionals a
planaria. La regions determinades per la presencia/abséencia de TCEN-
49Ag no coincideixen amb les definides per criteris morfologics, ja que
la regidé central comprén tota la regié faringia, part de la prefaringia
i part de la postfaringia. Malgrat la discrepancia, aquests dos
criteris (molecular i morfologic) no sédn mutuament excloents. Ben al
contrari, es complementen ja que representen nivells d’‘observacid
diferents i a la vegada intimament relacionats.
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25.2 - Creixement i decreixement: canvis en les proporcions
regionals

Els canvis en les proporcions regionals observats en els
territoris definits molecularment durant el creixement i decreixement
de 1l'organisme coincideixen amb els observats en les regions definides
morfologicament (Bagufia, 1973). D’aquesta manera, la regidé anterior
(molecular) mostra una alometria negativa igual que la cefalica i la
prefaringia (morfoldgiques) (veure la fig. 48 de l‘apartat 21.2.1 per
les equivaléncies entre les regions); la regid posterior (molecular)
la mostra positiva igual que la regid postfaringia i caudal
(morfoldgiques); i la regid central (molecular) la mostra negativa pero
menys acusada que 1l’anterior, fruit de la combinacidé de la part de
regidé prefaringia i de la faringia (amb alometries negatives) i de la
part de la postfaringia (amb alometria positiva) que comprén dins
d’ella (morfologiques totes tres).

Una de les claus de la preséncia d’alometria positiva en la regid
posterior de planaria durant el creixement resideix en el fet de qué
la taxa de proliferacid cel.lular és més alta en agquesta regidé gue en
les més anteriors (Ragufia, 1973; Romero, 1987), de manera gque quan la
planaria creix té tendéncia a fer-ho per aguesta regid més que per les
altres. Agquesta regidé, que mostra una major capacitacidé de creéixer,
coincideix amb la zona on es produeix la fissid durant la reproduccid
de les races asexuades. La fissié es produeix sempre en la regid
postfaringia aproximadament en el limit entre la regid posterior i la
central.

Durant el creixement de 1’organisme, els limits anterior i
posterior de la regid central es desplacen en sentit postero-anterior,
i durant el decreixement ho fan antero-posteriorment, com a
conseqiiéncia de les alometries cobservades (o sent la seva causa). Aixo
significa que aquests limits sén molt sensibles i podrien ser un reflex
dels canvis de valors posicionals al llarg de l’'eix a/p durant el
creixement i decreixement.

La correspondéncia en les alometries observades entre les regions
determinades morfologicament i1 molecular, com a reflex d’un wvalors
posicionals (sigui gquina sigui la forma en que vinguin donats),
indigquen que tant el patrd d’'estructures com el patréd molecular
comparteixen al menys una part dels mecanismes de manteniment del
patré, probablement formant part de la mateixa xarxa de processos.
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25.3 - L’expressidé de TCEN-49Ag en organismes intactes

L’'expressié de TCEN-49Ag en organismes intactes es ddéna entre uns
limits molt ben definits (apartat 21.2.1, fig. 47 i1 49), no detectant-
se mal preséncia d’'aguesta molécula fora d’ells. No s’observa cap
estructura morfoldogica que els justifiqui, de manera que es necessari
suposar que els mecanismes que mantenen la restriccid espaial de
l’antigen han d'actuar d’una manera molt fina.

Dins els limits esmentats, la localitzacidé del marcatge és forca
heterogénia en totes les teéecniques utilitzades (seccions en parafina,
semifines, ultrafines i macerats cel.lulars, apartat 21.2, figs. 47,
49, 52, 53 i 55):

- hi ha una forta immunoreaccidé dins les vesicules de secrecid
de les cél.lules secretores ciandfiles de tipus 2 (Bagufia 1973) (fig.
55 A, B, C i D), de manera molt més intensa que en la resta
d’estructures immunoreactives;

- s'observa marcatge en la matriu extracel.lular (fig. 55 E i F)
en forma de gradient decreixent amb inici en les proximitats de les
cél.lules cianofiles de tipus 2. S’ha detectat secrecid interna (en
matriu extracel.lular) d‘aquest antigen per part d’aquestes vesicules
secretores (fig. 55 C i D);

- s’'ha detectat marcatge molt a prop de la cara externa de la
membrana cel.lular o associat a ella (fig. 55 G i H).

- estd present en vesicules poc electrodenses (fig. 55 I i J),
probablement de naturalesa glucidica i/o amb glucoderivats, en el
citolasma de tots els altres tipus cel.lulars amb representacid en la
regid central (excepte cél.lules epitelials);

- hi ha immunoreaccid en la cara interna de la membrana nuclear
de tots els tipus cel.lulars amb representacidé dins la regid central
inclosos els neoblasts (excepte les ceél.lules epitelials), associat
sempre a heterocromatina (fig. 55 K i L).
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La deteccidé de TCEN-49Ag d‘una manera tant heterogeénia es pot
explicar de diverses maneres:

- considerant que és una molecula amb funcionalitat
extracel.lular (punts 1 i 2)

- considerant que és una molécula amb funcionalitat nuclear
(punts 3 i 4)

1) Podria tractar-se d‘una molecula amb funcionalitat
extracel.lular (p.e. d'adhesié cel.lular, unint-se a determinats
factors de creixement, etc., tal i com actuen alguns proteoglicans i
glucoproteines; veure Wight i col., 1992, per a una revisid general;
fig. 70 A) que fos secretada per un determinat tipus cel.lular
secretor, de manera gque romangués activa en matriu extracel.lular com
a '"balisa" indicadora de posicié o bé que fos reconeguda per algun
receptor de membrana amb una finalitat semblant. En agquest cas, el
marcatge en vesicules poc electrodenses i en nucli seria degut a
reaccid creuada de 1’anticos amb altres molécules (entenent per reaccid
creuada el reconeixement per part de 1l’anticds de molécules diferents
per la similitut d’algun dels seus determinants antigeénics).

Aquest model estaria en concordanca amb el fet que no es detecta
cap banda clara en Western-blot fet a partir de nuclis aillats (fig.
66), observant-se tant sols una petita immunoreaccid, gquasi
inapreciable, en la zona de 4500 Da (on es detecta TCEN-49Ag). Agquesta
banda es podria explicar per la preséncia d’algunes vesicules de
secrecid contaminants durant el procés d’aillament de nuclis. De tota
manera, no es detecta mai marcatge nuclear fora de la regid central,
de manera que aquesta reaccidé creuwada s’‘hauria de donar amb una
molécula present tant sols en la regid central, amb els mateixos limits
d’'expressié que TCEN-49Ag i que no es detecta en Western-blot.

2) Podria tractar-se d’una molécula amb funcionalitat
extracel.lular que fos secretada en grans quantitats per un determinat
tipus cel.lular (cél.lules secretores ciandfiles) i en quantitats més
modestes per la resta de tipus cel.lulars, actuant com el cas descrit
anteriorment. En aguest cas el marcatge en vesicules poc electrodenses
correspondria a la secrecid dels altres tipus cel.lulars, mentre que
les cél.lules secretores ciandfiles de tipus 2 la secretarien a partir
de les seves vesicules de secrecid caracteristiques. D’aquesta manera,
el marcatge en nuclis seria una reaccid creuada amb un altre molécula.
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3) Podria tractar-se d’una molécula amb funcionalitat nuclear
(p.e. un factor de trascripcid), que fos sintetitzada per cada cél.lula
i transportada fins a nucli mitjangant les vesicules poc electrodenses.
En aguest cas, el marcatge en cél.lules secretores ciandfiles de tipus
2 seria degut a una reaccid creuada de l’anticds amb alguna altra
molécula.

En contra d’aquest model estaria el fet gue no es detecta
immunoreaccid en ceél.lules cianofiles de tipus 2 fora de la regid
central, de manera que aquesta reaccid creuada s’hauria de donar amb
una molecula present tant sols en la regid central, amb els mateixos
limits d’expressidé que TCEN-49Ag i que no es detectaria en Western-
blot. Aixi mateix, es dificil explicar que no es detecti la preséncia
d’antigen en Western-blot en nuclis aillats i si en extracte total de
regid central, havent-se detectat un marcatge immunohistoquimic similar
a nivell de nuclis i de vesicules poc electrodenses. A més a més, no
concorda amb les observacions de marcatge en cél.lules secretores de
regid (o futura regid) central en organismes regenerants.

4) Podria tractar-se d’una moléecula amb funcionalitat nuclear,
que fos sintetitzada per un tipus cel.lular concret (en aquest cas per
les cél.lules secretores cianofiles de tipus 2), i que mitjancgant
difusidé per matriu extracel.lular arribés a les cel.lules diana on
seria internalitzada, intacte o bé modificada, 1 transportada per
vesicules fins al nucli, el seu desti final (fig. 70 B).

Hi ha un model semblant a agquest, descrit per Busch i col. (1992)
i per Wight i col. (1992), en el qual la molécula (un proteoglica) és
processada a nivell extern de la membrana cel.lular per receptors de
membrana i molécules associades, internalitzant-se Unicament la fraccié
glucidica (fig. 70). Segons agquests autors, la fraccid internalitzada
actuaria a nivell nuclear com a regulador de factors de transcripcid,
unint-se a ells.

La majoria dels resultats obtinguts concordarien amb aquest
model :

a) TCEN-49Ag és una molécula amb una fraccié proteica (com es
desprén del tractament amb pronasa E i la tincidé amb Ponceau S, apartat
21.6) i amb una fraccié glucidica (com es desprén dels tractaments amb
Endo H, Endo F i del marcatge amb digoxogenina amb el "DIG glycan
detection kit", apartat 21.6). Es tracta per tant d’una glucoproteina
o d‘un proteoglica.
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~~ Core proteic
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— Fraccid glucidica

Factor de trascripcid
Receptor de factors de creixement

Factor de creixement

W3xlenO

Lloc d'unié de glucoderivats

Fig. 70: Model d’actuacié de glicoderivats com a moduladors de factors de

creixement i de factors de
glicoconjugats a factors de
competir amb aquests. B)

glicoconjugats a factors de

transcripcié. Adaptat de Wight i col., 1992. A) unidé de
creixement per cooperar en la seva unidé a receptors o per
unié de la fraccid glucidica processada provinent de

transcripcidé per modular la seva activitat.
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b) L’epitop reconegut és conformacional (com es desprén dels
efectes dels gels SDS-PAGE desnaturalitzants i renaturalitzats, apartat
21.6) i1 es conserva parcialment guan la mostra es tractada amb pronasa
E (dot-blot, apartat 21.6). Per tant, la fraccidé glucidica es
reconeguda per TCEN-49 encara que potser amb una afinitat menor. El fet
que les mostres tractades amb pronasa E no siguin detectades en
Western-blot es degut a que la fraccid glucidica no migra bé en un gel
SDS-PAGE (perd si queda fixada en un dot-blot).

c) El model s’ajusta a la distribucié de la immunoreactivitat
observada amb TCEN-49 (vesicules secretores, matriu extracel.lular 1i
nucli; apartat 21.2).

d) En extractes de nuclis aillats es detecta solament una petita
banda, quasi inapreciable, a 4500 Da que es pot interpretar com a
contaminacid provinent d’algunes vesicules de secrecid durant el procés
d’aillament de nuclis. Aixd és el que s'esperaria observar si solament
la fraccidé glucidica fos internalitzada.

e) En organismes regenerants, les primeres ceél.lules que
expressen TCEN-49Ag (tant si el marcador ha d’apareixer "de novo" com
quan s'expansiona la regidé central) sén sempre ceél.lules secretores
cianofiles, detectant-se posteriorment immunoreaccié a la resta de
teixits (apartat 21.4). Aixo és el que tal s’esperaria si l’antigen fos
secretat per un sol tipus cel.lular per actuar sobre la resta de
teixits.

f) En organismes en que s'altera el patrd regional mitjangant
acid retinoic (apartat 21.5), el desplagament cap a posicions més
anteriors que experimenta el limit posterior de la regid central es veu
iniciat per la desparicidé de marcatge en ceél.lules cianofiles, seguit
de la desaparicié en matriu extracel.lular i, finalmen,t en nucli. Si
considerem que 1l’efecte observable d’'aquest agent quimic sobre TCEN-
49Ag és la inhibicid de la seva sintesi (apartat 25.5) (sigui quina
sigui la base del fenomen), l‘ordre en la desaparicié del marcatge
indicaria la direccié de la difusid i transport de TCEN-49Ag.

g) La massa molecular aparent de TCEN-49Ag (4500 Da, apartat
21.6) és adequada per suposar que difon per matriu extracel.lular per
arribar a totes les cél.lules de la regid central.

h) Les ceél.lules ciandfiles de clase 2 (que sintetitzen TCEN-
49Ag) estan repartides per tota la regidé central, de manera que TCEN-
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49Ag podria arribar a totes les ceéel.lules d’aquesta regid. Just a la
frontera entre regions ja no hi ha cel.lules que el sintetitzin,
establint-se aixi el limit entre elles. El fet que en el limit no hagi
cel.lules ciandfiles secretant l’antigen explicaria la disminucid del
marcatge en aquesta zona, la qual cosa permetria observar clarament la
immunoreaccidé en nuclis (apartat 21.2.1).

Les discrepancies observades respecte el model proposat (Fig. 70;
Busch 1 col., 1992; i Wight i col., 1992, entre d’altres) radigquen
basicament en que les molecules descrites per agquests autors, i1 que
podrien seguir un model com aquest, tenen totes una massa molecular
aparent de més de 20 kDa, sent aquesta més de 5 vegades superior a la
de TCEN-49Ag. La massa molecular aparent de TCEN-49Ag (4500 Da) podria
resultar insuficient tenint en compte la complexitat que solen mostrar
les glicoproteines 1 proteoglicans implicats en agquest processos, perd
s’'ha demostrat que té la mateixa naturalesa i potser no cal, en agquest
cas concret, tanta complexitat estructural.

Encara que aquest darrer model sigui molt atractiu, tant per la
correlacié amb les dades de que es disposa com per la novetat que
representa, s’'ha de prendre amb molta precaucidé fins que no es comprovi
o, al menys, es pugui disposar de més dades.

25.4 - Evolucid de l’expressidé de TCEN-49Ag en organismes
regenerants

L’evolucid de 1l’expressid de TCEN-49Ag en organismes regenerants
depén del nivell de tall a que s‘hagin obtingut:

1) En regenerants cefalics obtinguts a nivell E i en regenerants
caudals obtinguts a nivell A (fig. 71), la regié immunoreactiva apareix
"de novo" seguint una sequeéencia distoproximal (de posicions més
properes a la zona de la ferida i del blastema a posicions més
allunyades). Les primeres cel.lules immunoreactives es detecten a 1.5
dies de regeneracidé en els regenerants E i als 4-5 dies en els
regenerants A (apartat 21.4, fig. 57).

El major periode de temps necessari per l‘aparicid de ceél.lules
immunoreactives en regenerants de nivell A es pot correlacionar amb el
menor nombre de neoblasts que hi ha a la regid cefalica comparat amb
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els de la regidé caudal (Bagufia, 1973; Sald, 1984) i que pot suposar una
major dificultat pel regenerant per regenerar les estructures. A més
a més, aixo podria influenciar i/o venir influenciat pels mecanismes
de formacié del patré, els quals podrien necessitar més temps per
establir els nous valors posicionals en aquesta regidé de 1'ocrganisme
(fig. 72 1 73).

2) En els regenerants obtinguts en els nivells C, D i F (apartat
21.4, fig. 57; fig. 71) la regidé immunoreactiva es modifica per
adaptar-se als nous valors posicionals establint una nova regid central
proporcionada i posicionada correctament en funcidé de les noves
dimensions de l’organisme. Els canvis sén més radicals com menys tros
de la regidé central es conserva en el regenerant, ja que l’establiment
del nou patrd d’estructures implica una major reestructuracid dels
valors posicionals en un menor territori preexistent (en el model de
regeneracid proposat per planaria, epimérfic-morfalactic (Salé, 1984),
part de les estructures, com la faringe, es formen en territoris
preexistents (per morfalaxi, wveure apartat 2.2), 1 part de les
estructures, com els ganglis cefalics, es formen dins el blastema de
regeneracid (per epimorfosi, veure apartat 2.2)).

A" A' A C

Fig. 71: Esquema dels nivells d‘obtencié de regenerants. Reproduccié de la
figura 7 (apartat 2.2) on s‘ha incorporat el territori immunoreactiu a TCEN-49 per

facilitar el seguiment de la discussio.

Dins d’'aquests darrers, potser els regenerants més informatius
sén els de nivell D: en ells s'observa un desplagament anteroposterior
(distoproximal) de la immunoreaccié desde la localitzacid inicial fins
a la zona on s'ha de formar la nova regid central. Aquest desplacament
pot ser interpretat com el reajustament dels valors posicionals per
desplacament dels valors ja existents.
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En els regenerants caudals obtinguts a nivell C 1 en els
regenerants cefalics obtinguts a nivell D la regid central s’expandeix
seguint una seqgliencia proximodistal (i per tant postero-anterior en el
regenerant C i antero-posterior en el D, apartat 21.4, fig. 57). En
tots dos casos, el marcatge es situa dins la zona on es comenga a
formar el primordi de la faringe cap als 2 dies de regeneracio.

En tots els regenerants, la deteccidé del marcatge en la
localitzacid definitiva de la regid central és coetania amb la formacid
del primordi de 1la faringe 1 es produeix sobre aguest. Aquesta
simultanietat pot indicar que els dos successos depenen d'un mateix
fenomen (el de reestabliment del patrd) que es troba en la seva base,
o bé que TCEN-49Ag es sintetitza induit per les estructures de faringe.
En els regenerants F, on s’'ha seccionat Unicament la faringe i part de
la prefaringe, no s'observa cap modificacidé en 1’expressid de TCEN-
49Ag. Per tant es pot suposar que 1l’aparicid del primordi de la faringe
i la deteccid del marcatge en la localitzacid definitiva de la regid
central sén successos independents entre ells perd gairebé coetanis i
dependeﬁts d’un mateix substrat posicional.

En els regenerants E, la primera cél.lula immunoreactiva
detectada esta situada dins 1’incipient primordi de la faringe
(acumulacidé de cél.lules indiferenciades), i es déna en una cél.lula
que aparentment ja no té la morfologia de neoblast, perd tampoc té la
morfologia de cel.lula secretora ciandfila (apartat 21.4, fig. 58).
Adguireix la morfologia de cel.lula madura 24 hores després. Per tant,
es pot dir gque aquesta primera expressidé de TCEN-49Ag es ddna en
cél.lules que podrien estar en procés de diferenciacié. En canvi, i a
l'igual gue en els regenerants en que es conserva part de la regid
central (C 1 D), l'‘expansidé de les cél.lules immunoreactives es
produeix en ceél.lules secretores cianofiles ja madures.

L’'aparicié de cél.lules immunoreactives 1 els canvis en
l'expressié de TCEN-49Ag durant la regeneracidé es produeixen en
intérvals molt curts de temps, en moltes ocasions inferiors a les 12
hores, indicant que l'’expressidé d’aguesta molécula és molt sensible als
canvis de valors posicionals al llarg de l’eix a/p, sent per tant un
bon marcador per seguir els canvis d’'identitat posicional de la regid
central del cos.

288



Discussid

25.5 - "Posterioritzacidé" de planaria amb acid retinoic

La utilitzacid d'acid araquidoénic (RAqg) i/o diacil glicerol (DG),
descrits per Miller i col. (1993) com agents quimics que provoguen
increments en els valors posicionals per accid sobre proteina guinasa
C en hidra, no ha provocat cap modificacid morfoldgica ni molecular (de
TCEN-49Ag) detectable. Aquesta manca de modificacions pot ser deguda
a varis factors:

- no haver emprat les dilucions més adients

- haver fet tractaments massa curts

- haver fet polsos massa curts

- manca de penetrabilitat de 1'AAg i el DG

- gue aquests agents guimics no tinguin efectes en planaria (al
menys sobre la morfologia d'aquest organisme i sobre 1'expressid
de TCEN-49Ag)

L’agent quimic que si ha provocat modificacions en 1‘’expressiéd
de TCEN-49Ag ha estat 1’acid retinoic (AR). Els efectes de 1’AR van ser
descrits inicialment per Dencker i col. (1990) en ratoli, Utsumi (1990)
en rata i Ferreti i col. (1991) en pollet, com a morfogen exogen.
Wanek i col. (1991), Noji i col (1991) i Tamura i col. (1993) entre
d'altres, descriuen la seva actuacid en extremitats de pollet induint
la formacidé de ZPA (cél.lules amb activitat polaritzant amb
localitzacid posterior) en zones anteriors. Aquestes ZPA ectopigques
provoguen 1‘aparicidé de duplicacions anteroposteriors de digits,
actuant per interaccions cél.lula-cél.lula (Bryant i Gardiner, 1992).

L'efecte produit per 1’AR en planaries intactes pot ser definit
com de '"posterioritzacid", ja que el limit posterior de la regid
central es desplaga a posicions més anteriors fent gque augmenti el
volum ocupat per la regid posterior, sense que s’'observi, amb les dosis
subministrades i amb la durada del tractament realitzat, canvis en la
posicid de la faringe ni cap variacid tissular ni cel.lular aparent.
Amb les dades obtingudes és massa aventurat discutir sobre els
mecanismes pels quals actua 1’AR, si ho fa induint zones d‘activitat
polaritzant ectopiques, si actua com a morfogen (encara que a pollet
s’ha demostrat que no és aquest el mecanisme d'’actuacid; Bryant i
Gardiner, 1992), o si ho fa per altres mecanismes.
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En planaries regenerants és encara més dificil extreure cap
conclusid, ja que no tant sols TCEN-49Ag apareix amb un considerable
retard (apartat 21.5), sind que a més a més es produeixen malformacions
en el regenerant que dificulten el seguiment del marcatge.

De totes maneres, queda demostrat que 1’AR té efectes observables
sobre planaria, gquedant com un cami obert que pot aportar dades
interessants sobre els mecanismes d’establiment 1 manteniment del
patré.

25.6 - Inferencies sobre la possible funcidé de TCEN-49Ag

Amb totes les dades obtingudes sobre la naturalesa i expressid
de TCEN-49Ag es pot dir que és un antigen d’expressid regional, que
déna identitat posicional a les cél.lules de la regid central, i que
és molt sensible als canvis de valors posicional al llarg de l‘eix a/p
responent rapidament i precisa a ells. Agquestes caracteristiques fan
pensar que es tracte d‘un antigen implicat en la funcidé de donar
identitat posicional a les ceél.lules i estructures de la regid central,
com una manera de "diferenciar-les" dels mateixos tipus cel.lulars que
resideixen en les altres regions de l'organisme.

Acuesta identitat posicional vindria donada per la interaccid de
TCEN-49Ag amb molécules de les cél.lules immunoreactives per TCEN-49.
La interaccid es podria donar:

- amb receptors de membrana (veure Wight i col., 1992, per a una
revisidé general)

- per interaccid amb determinats factors de creixement, com
descriuen per glucoderivats Yamaguchi i1 col. (1990) i Ruoslathi i
Yamaguchi (1991) entre d’altres (veure Wight i col., 1992, per a una
revisidé general).

- amb molécules de localitzacid nuclear. En aguest cas, fins i
tot podrien interactuar directament amb factors de transcripciéd,
modificant-los. Mecanismes com aquest han estat descrits per
determinats glucoderivats (Jackson i col., 1991; Busch i col., 1992:
Wight i col, 1992, per a una revisid general).
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S’'ha detectat la preséncia de TCEN-49Ag en races sexuades de
Dugesia (G)tigrina 1 en Dugesia(S)polichroa. La preséncia d'aquest
antigen regional en més d’'una espécie indica el paral.lelisme existent
en els mecanismes d‘identitat posicional entre diferents especies de
planaria. No s’'ha detectat en cap de les altres especies on s'ha
assajat: Dugesia(S)mediterranea, Dugesia(D)iberica,
Dugesia (D)gonocephala, Dendrocoelum lacteum, Planaria torva, Discocelis
tigrina (apartats 6.1 i 21.2). Aixd pot ser degut a que tant sols
aquestes dues espécies expressen TCEN-49Ag, o bé a que 1l’epitop
reconegut per TCEN-49 no estd conservat en totes les espécies.

Una tercera possibilitat introdueix una gliestidé important. Per
qué TCEN-49Ag s’expressa en organismes intactes i no tant sols en
regenerants? Fins a cert punt seria ldgic pensar que sols s’expressés
en organismes regenerants o durant el desenvolupament embrionari,
situacions en les quals cal un posicionament molt exacte de les
estructures. Podria ser que en la resta d’'espeécies on s'ha assajat sols
s’'expressés en aquestes condicions, com descriu Denburg (1989) en la
regeneracidé de neurones d’escarabat, McGlade-McCulloh (1990) en el
desenvolupament neural de sangonera, Synder i col. (1990) en
regeneracid de nervis periférics d’aus o com la glicoproteina de matriu
extracel.lular descrita per Klatt i col. (1992) en les proximitats de
les cél.lules indiferenciades en la regeneracid d’'extremitats de tritd,
entre molts d’altres.

L‘expressidé en organismes adults (no regenerants) es pot
justificar considerant que és una molécula necessaria durant tota la
vida de l’organisme per activar i/o inhibir determinats programes
génics especifics regionals per interaccid amb altres molecules com les
decrites anteriorment (factors de transcripcid, factors de creixement,

etc.).

Una solucié a aquest problema passa per la generacid d’anticossos
policlonals (treball en curs) que reconeguessin més d’un determinant
antigénic i per tant permetessin detectar TCEN-49Ag en les diferents
espécies de planaria.
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25.7 - Implicacions sobre la formacid
patrdé axial a planaria

manteniment del

1 m

25.7.1 - La formacidé del patrd axial

El model més recent de formacidé del patrd proposat a planaries
és el model mixte epimorfic-morfalactic (Sald, 1984; Sald i Baguiia,
1984), que incorpora elements de tots dos models encara que, tal i com
es comenta a la Introduccid, potser no hi ha diferéncies tant clares
entre el model epimorfic i el morfalactic com tradicionalment s‘ha
pensat (Espinosa, 1993). Aquest model mixt es caracteritza per suposar
un mecanisme de determinacid territorial rapid i seqiiencial en sentit
disto-proximal que es duria a terme practicament sense proliferacid
(morfalaxi), 1 seria ampliat, modulat 1 refinat per proliferacid i
diferenciacid amb 1l'aparicid del blastema de regeneracid (epimorfosi).

Els resultats obtinguts en organismes regenerants en els que no
es conserva cap tros de regid central (nivells A i E) i en els que s'ha
de regenerar totalment una de nova (i per tant s’han de definir de nou
els valors posicionals corresponents a aquesta regid), el marcatge
inicial amb TCEN-49 apareix en el limit més proper a la ferida de la
futura regidé central (anterior en regenerants de nivell E, i posterior
en els de nivell A). Aquest marcatge es va ampliant seguint sempre una
seqiiéncia disto-proximal (es a dir, antero-posterior en regenerants de
nivell E i1 postero-anterior en regenerants de nivell A), corroborant
el model proposat (Sald, 1984; Sald i Bagufa, 1984).

En els regenerants en que es conserva part de la regid central
(nivells C i D), i en els que solament s'ha de resituar i ampliar la
nova regid central (i per tant al menys alguns dels valors posiciocnals
corresponents a aguesta regid no s’'han de definir de nou siné que tant
sols s’han de recolocar), l’ampliacid del marcatge obtingut amb TCEN-49
també es fa sempre en sentit proximo-distal (es a dir, antero-posterior
en regenerants cefalics de nivell D i posteroc-anterior en regenerants
caudals de nivell C). D’aguesta manera, el limit proximal de la regid
central queda practicament fixat des del reposicionament (de fet,
aquest limit encara s’ajustara una mica en el decurs de la regeneracid,
perdo no representa ni el 10% de l’ampliacidé del marcatge en sentit
disto-proximal) .
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L’aparicié del marcatge amb TCEN-49 en la regeneracidé de nivell
E i els reposicionaments del marcatge experimentats en la regeneracid
de nivells C 1 D en etapes molt primerenques de la regeneracid suposen
una confirmacié del mecanisme rapid de determinacid territorial inicial
que proposa el model epimoérfic-morfalactic (Sald, 1984; Sald i Baguiia,
1984) .

25.7.2 - Els neoblasts de la regidé central

En les immunotincions de seccions ultrafines s’observa marcatge
amb TCEN-49 en la cara interna de la membrana nuclear associat a
heterocromatina en els neoblasts (marcatge descrit i il.lustrat a
l’apartat 21.2). Degut a la poca preséncia de marcatge observat no és
possible afirmar que tots els neoblasts de la regid central siguin
immunoreactius per TCEN-49 (i per tant tots tinguin TCEN-49Ag) o que
alguns no ho siguin (suposant que el marcatge nuclear no sigui degut
a una reaccid creuada). Segons les obsevacions fetes, en el cas d’haver
neoblasts no immunoreactius aquests representen una minoria.

Per tant cal plantejar-se si la preséncia de TCEN-49Ag en
neoblasts implica que estiguin determinats a neoblasts de regid
central. Si considerem que ho estan (i per tant estarien determinats
a donar cél.lules i estructures propies de regid central), TCEN-49Ag
podria estar actuant sobre altres molécules nuclears com un senyal
posicional, fent que s’activessin o inhibissin determinats programes
génics especifics d’agquesta regié. El1 fet gue durant la regeneracid
desaparegui el marcatge observat en ells (ja que passarien a formar
part de la regidé anterior o posterior segons els casos durant el
reposicionament del patrd axial) implicaria fenomens de
transdeterminacidé d’'aquests neoblasts. Si alguns neoblasts de la regid
central fossin TCEN-49Ag(-), agquests podrien representar el
compartiment de veritables cél.lules soca (Hall i Watt, 1989; Potten
i Loefler, 1990; Bagufia i col., 1990).

En canvi, si considerem gque la preséncia de TCEN-49Ag no
significa una determinacié dels neoblasts de la regid central siné tant
sols un mecanisme que ddéna identitat a les cel.lules d’aquesta regid
(incloent els necblasts), no cal suposar fendmens de transdeterminacid
per explicar els resultats observats. En aquest cas es podria
considerar que TCEN-49Ag estaria regulant la determinacidé i
diferenciacié dels neoblasts de manera que, durant el renovament
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cel.lular constant de planaria, els neoblasts de regid central donarien
lloc a cél.lules diferenciades tipiques de regid central i no d’altres
regions de 1l‘organisme.

Sigui com sigui, potser caldria considerar les regions moleculars
de l’organisme com les unitats d’estructuracidé a nivell funcional del
patrdé de planaria.

25.7.3 - La regulacidé de l’expressidé de TCEN-49Ag

En la majoria d’organismes en qué s'han descrit molécules
implicades en la determinacid, formacié i manteniment del patré s'han
trobat gradients de substancies i/o expressions geniques diferencials
entre les diferents regions (segments, arees, zones, etc.) dels

organismes.

En els casos en queé s'han descrit gradients de morfogens, agquests
actuen activant diferents programes génics en funcidé de la seva
concentracid. Dins d'agquests es pot citar, per exemple, els gradients
de morfogens descrits a Drosophila que actuen induint respostes
diferents en funcid de les diferents concentracions del morfogen
(strulh i col., 1992, amb el gradient de hunchack; Liaw i Lengvel,
1993, amb bicoid; Govind i col., 1993, amb dorsal i cactus, entre les
publicacions més recents), o les descripcions fetes per French i
Brackefield (1992) en les taques oculars de les ales de les papallones.

En els casos en gque s'han descrit expressions génigques
diferencials actuant com mecanismes de determinacidé i formacid del
patré, la majoria de gens implicats contenen seqiiéncies homeodotiques
(McGinnis i Krumlauf, 1992). S‘han aillat (i es segueixen aillant) un
alt nombre d’'aquests gens en organismes molt diversos, tant en
vertebrats (Forhman i col., 1880; Holland, 1992, per a una revisid
general), com en invertebrats (Blrglin i Rivkun, 1993, i Wang i col.,
1993, en C. elegans, on 3 d’aguests gens determinen el desti cel.lular
de les cél.lules de tres regions (central, posterior i caudal);
Nardelli-Haefliger i Shankland, 1992, on descriuen un gen homdleg a Ubx
i abd A amb expressid en els segments centrals de sangonera; Shenk i
col., 1993, en hidra; i els clusters classicament descrits a
Drosophila, on es pot citar p.e. la descripcidé d’un gen amb homeobox
que ddna identitat central en l‘embridé feta per Huang i Dawid, 1990,
entre molts d’'altres. Veure Biurglin, 1993, per a una revisié general).
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En moltes d’aquestes expressions géniques diferencials no es coneix que
O com es provoca aquesta expressid diferent.

Finalment, s’han descrit models tedrics i tedric-experimentals
de la formacié del patrd axial d’estructures per interaccions cél.lula-
cél.lula entre regions frontera. Dins d’aquests es pot citar, per
exemple, les descripcions fetes per Maden (1977) en extremitat
d'amfibis, o les fetes per Bryant i Gardiner (1992) en extremitat de
pollet a partir de zones d’activitat polaritzant.

En el cas concret de planaria no es coneixen les molécules
implicades en aquest procés. Malgrat diversos autors han proposat
l'existéncia de gradients de morfogens a planaria (Child, 1911; Wolff
i col., 1964; Gierer i Meinhard, 1972; veure apartat 2.2), cap d’ells
ha estat mai detectat. Aixi mateix, encara no ha estat demostrada (ni
refutada) la hipdotesi formulada per Chandebois (1980), segons la qual
el patrdé axial a planaria vindria donat per l‘’establiment de valors
posicionals per interaccions cél.lula-cél.lula entre regions frontera,
considerant com a tals la interaccid entre l’'epiteli de recobriment i
el mesenguima.

Malgrat s'han detectat i aillat gens amb domini homedtic a
planaria (Garcia-Fernandez i col., 1991; Garcia-Fenanzez, 1993; Sald
i col., 1994), els que han estat caracteritzats fins a 1l‘actualitat no
mostren ni 1‘homologia ni un patrd d’expressid com el descrit pels gens
amb dominis homedtics implicats en aquests processos. Els gens aillats
en planaria (Dthl i Dth2) mostren un 80% d’'homologia amb gens de la
familia NK, gque estan implicats en fenomens de determinacid 1
diferenciacid cel.lular (McGinis i Krumlauf, 19392), dada aparentment
confirmada per l'expressidé de Dthl i Dth2 (en gastrodermis i cél.lules
subepidérmiques respectivament; Garcia-Fernandez, 1993). Recentment han
estat aillats 4-6 gens amb dominis homedtics gque mostren una alta
homologia amb gens de les families HOM/Hox (Salé i col., 1994),
justament les implicades en aquests processos. Malauradament, perdo, no
es disposa encara de dades sobre la seva expressio.

En comparar les caracteristiques de les molécules implicades en
la formacid i manteniment del patré axial en altres organismes amb les
de TCEN-49Ag (apartat 21), s’‘observa gque no presenta aparentment cap
semblanca amb elles: ni forma un gradient, ni té la naturalesa ni
expressidé tipica dels productes génics amb dominis homedtics, ni es
mostra com una molécula d’interaccid cel.lular. Per altra banda, la
rapida i fina resposta que mostra als canvis de valors posicionals
durant la regeneracidé i el creixement/decreixement suggereix que TCEN-
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49Ag és una molécula que podria estar regulada, de forma directa o
mitjancant intermediaris, per algun d’aquests factors esmentats, de tal
manera gue es trobaria en una posicid final "down stream" d'un o varis
d’aquests factors.

En aquest sentit, es poden correlacionar els canvis en
1’expressié de TCEN-49Ag observats durant la regeneracid amb hipotétics
gradients de morfogens. El gradient més simple trobat i gque provocaria
en tots els casos una resposta de TCEN-49Ag com l’'ocbservada (incluint
el retard en la regeneracidé d'organismes tallats a nivell A) és el que
suposa la font del morfogen en posicié cefalica, coincidint amb el
gradient proposat per Sald (1984). En la figura 72 es pot observar la
interpretacid dels canvis d’'expressidé de TCEN-49Ag en funcid d’aquest
gradient a tres nivells de regeneracidé (sent igualment wvalid pels
altres nivells). Es considera que durant la regeneracid el primer
fenomen que es produeix és la recuperacid del nivell de morfogen en la
zona de la ferida, equilibrant-se posteriorment el gradient en la resta
del regenerant.

Fig. 72: Interpretacié de l‘aparicié i evolucidé del marcatge amb TCEN-49 en
funcidé d’un hipotétic gradient de morfogen que tingués la seva font en posicions molt
anteriors de l‘organisme. S’'han esquematitzat tres dels nivells de tall més
representatius als temps de regeneracid més simbdlics. Aquest model s’adapta igualment
als altres nivells i temps de regeneracid. a, regid anterior; ¢, regid central; p, regid
posterior; ?, hipotétic establiment transitori de regions que no poden ser detectades
amb aquest marcador; linia continua, limit entre regioms; linia discontinua, limit de

regions en procés d’expansid.
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Aixi mateix, també es poden correlacionar els canvis d'expressid
de TCEN-49Ag amb expressions diferencials de gens HOM/Hox, segons el
model proposat per Sald i1 col. (1994) en base a l’aillament de 4-6
d’'aquests gens en Dugesia(G)tigrina, dels quals no es coneix el seu
domini d’expressidé. Agquests autors proposen un model amb 5 gens
diferents per homologia amb les cinc regions classicament descrites a
planaria amb criteris morfoldgics, cada un dels quals tindria com a
domini d'expressidé una d’agquestes regions. En la figura 73 es pot
observar la interpretacidé dels canvis d’expressidé de TCEN-49Ag en
funcié de 3 gens amb expressid diferencial a tres nivells de
regeneracidé (els mateixos gue per la figura 72), sent igualment valid
pels altres nivells de regeneracidé. S’ha fet coincidir 1la zona
d’expressidé d’aquests 3 gens amb les tres regions molecularment
definides per simplificar el model. En aquest es considera que durant
el procés de regeneracid s’'assoleix novament l’'expressid de tots 3 gens
mitjancant estadis transitoris que podrien explicar 1'’evolucié del
marcatge observada i, fins 1 tot, els retards observats en la
regeneracidé d’organismes regenerants de nivell A.

Fig. 73: Interpretacié de l’aparicidé i evolucid del marcatge amb TCEN-49 en
funcié d’uns hipotétics gens homeotics HOM/hox. S’han representat tres d’aguests gens
i s’ha fet concordar els seus dominis d’‘expressidé amb les tres regions molecularment
definides per simplificar el model. L‘esquema esta realitzat als tres dels nivells de
tall més representatius i als temps de regeneracid més simbdlics. Aquest model s’adapta
igualment als altres nivells i temps de regeneracidé. a, regid anterior; c, regid
central; p, regid posterior; ?, hipotétic establiment transitori de regions que no poden
ser detectades amb aqguest marcador; linia continua, limit entre regions; linia

discontinua, limit de regions en procés d’expansid.
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S'han aillat relativament pocs gens o molécules situades "down
stream" de gens homeotics (veure la revisid de Botas, 1993, sobre
aquests factors sota control de gens HOM/Hox). Entre els descrits fins
a l'actualitat, TCEN-49Ag presenta unes certes semblances a nivell del
percentatge de residus aminoacidics amb el producte génic 1.28 descrit
per Mahaffey i col. (1993), donat que tots dos tenen un caracter
marcadament basic (15-19% de residus basics i 5.5-6% d’acids). 1.28
esta situat "down stream" del gen homedtic Deformed encara que, segons
aquests autors, necessita d’algun altre factor (no detectat encara) per
la seva correcta expressid. Malgrat tot, la diferéncia en el seu pes
molecular aparent és notable (4.5 kDa en TCEN-49Ag i 22 kDa en el
producte de 1.28).

Per tant, podria ser que TCEN-49Ag fos una molecula situada "down
stream" de gens amb homeobox o de determinats gradients de morfogens,
estant imbrincat en una hipotética cadena o xarxa d’induccions-
inhibicions-regulacions amb aquests factors i d’altres situats sota el
seu contreol o modulacidé (apartat 25.6), i on potser jugui algun paper
el sistema nervids (Bronsted, 1969), com pot despendre’s del marcatge
observat amb TCEN-49 en cél.lules en contacte amb el sistema nervids
durant els primers dies de regeneracidé (nivell D, apartat 21.4). Més
encara, potser en el mecanisme de reestructuracid del patrd intervé una
combinacidé d’aquests mecanismes, on TCEN-49Ag podria ser la molecula
mitjancera entre els mecanismes desencadenants de la formacid del patrd
i la formacidé i manteniment del mateix a nivell regional.
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26 - PRESPECTIVES

La majoria dels anticossos obtinguts no han estat encara
utilitzats. Els que han estat emprats marquen en certa manera la pauta

de les possibilitats que la MAbsteca generada ofereix. Aquesta pot
servir per fer:

- descripcions morfolodgiques

- seguiment dels processos de regeneracid

- seguiment i establiment dels llinatges cel.lulars

- diferenciacidé cel.lular

- aillament de substancies implicades en els processos de
formacidé del patrd, determinacid territorial, etc.

A més a més d‘aguests anticossos, es podran generar nous
hibridomes productors emprant les técniques posades a punt i descrites
en aquesta Tesi.

En aquest moment hi ha alguns treballs en marxa centrats
basicament en els MAbs especifics de cel.lules epitelials, en el Mab
TMUS-13 i el TCEN-49. A grans trets i sense entrar en detalls, agquests
sén:

1) MAbs especifics de cél.lules epitelials

Amb aguests MAbs s’esta realitzant wun treball sobre el
recobriment diferencial de la ferida per part de 1l’epidermis com a
mecanisme de regid-frontera per 1l’establiment del patrd durant la
regeneracidé tal i com proposa Chandeboise (1980).

2) TMUS-13

Amb aquest MAb s’estan continuant els treballs comencgats sobre
la diferenciacidé dels neoblasts en cel.lules musculars 1 Iles
implicacions que pugui tenir sobre els mecanismes de formacidé del
blastema, aixi com sobre la restriccié filetica de 1l'antigen reconegut
i les seves possibles aplicacions en deteccid de platelmints parasits.
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Discussid

3) TCEN-49

Amb aguest MAb s’estan continuant els treballs de caracteritzacid
de TCEN-49Ag, tant de la fraccid glucidica com de la proteica, incloent
l’aillament i seqienciacidé del gen que la codifica (TCEN-49G). Amb
aquesta seqliéncia es podran establir analogies amb altres gens coneguts
i, a llarg termini, s’'intentaran buscar altres gens que estiguin
implicats en el procés 1 establir els possibles factors "up stream" i
"down stream" de TCEN-49Ag aixi com el seu mecanisme d‘actuacid.

Aixi mateix, també s’esta intentant detectar la preséncia
d’'aqguest antigen en altres espécies de planaria utilitzant anticossos
policlonals obtinguts per immunitzacié amb la fraccidé de 4.5 kDa
provinent de SDS-PAGE que conté TCEN-49Ag i/o amb nous MAbs obtinguts
d’ella. Aquest treball no s‘ha de restringir solament a organismes
intactes (adults) ja que existeix la possibilitat de qgue TCEN-49Ag
s’'expressi tant sols durant el desenvolupament i regeneracid en algunes
d’aquestes especies.

Esta previst detectar 1'’aparicidé i evolucid de 1'expressid de
TCEN-49Ag durant 1‘’embriogénesi en organismes amb reproduccid sexual:
raca sexuada de Dugesia(G)tigrina i Dugesia(S)policroa, ambdues amb una
regid central TCEN-49Ag(+) immunodetectada.

També esta previst fer transplantaments ectopics, tant de regid
central a altres regions com d’altres regions a regidé central, per
veure com actuen els efectes inhibitoris de les diferents regions
descrits per Sald (1984) sobre 1'expressid de TCEN-49Ag i inferir més
dades sobre els mecanismes de determinacid, formacid i manteniment del
patré axial.

4) Obtencidé de nous marcadors

Per altra banda, s’esta intentant obtenir anticossos especifics
i exclusius de cél.lula soca i s’intentaran obtenir nous marcadors
regionals (en forma de Mabs, mitjancant llibreries de c¢DNA diferencials
i d’expressid) que, combinats amb el ja existent, permetin inferir més
dades sobre els mecanismes d’establiment, formacidé i manteniment del
patré i1 la polaritat en planaries.
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Conclusions

1) S'han obtingut 277 hibridomes productors d’anticossos
especifics de tipus i subtipus cel.lulars, estructures subcel.lulars
i regions de la planaria Dugesia(G)tigrina. Tots aquests anticossos
s‘han classificat i col.leccionat en una llibreria d’'hibridomes
("MAbsteca") .

2) Dels 277 hibridomes productors d’anticossos obtinguts, 114 sdn
especifics de tipus cel.lulars, 92 sén especifics de subtipus
cel.lulars, 49 sén especifics de determinants antigenics compartits per
tipus cel.lulars diferents, 21 sén especifics d’estructures
subcel.lulars, i 1 és especific regional.

3) S'han detectat anticossos especifics de tots els tipus
cel.lulars de la raga assexuada de Dugesia(G)tigrina excepte de
neoblasts. No s’‘han detectat anticossos exclusius de cél.lula soca,
perd s'han obtingut anticossos monoclonals que reconeixen determinants
antigénics presents en cél.lules diferenciades i alhora en ceél.lules
amb morfologia de neoblast.

4) Estudis fets en organismes regenerants posen en evidéncia la
utilitat dels anticossos monoclonals com a marcadors moleculars per
abordar els diferents aspectes del desenvolupament a planaria esmentats
als Objectius. Tanmateix, seria de gran utilitat obtenir marcadors
moleculars de cél.lula soca (necblasts) i estadis de regeneracid, aixi
com nous marcadors d'estadis cel.lulars i1 de regions per tal de
completar la "MAbsteca" formada.

5) E1l MAb TMUS-13 reconeix un determinant antigénic especific de
cél.lules musculars del Filum Platihelminthes, de 125 kDa de pes
molecular aparent, que és present en les cél.lules musculars madures
i en ceél.lules amb morfologia de neoblast. Amb agquest MAb s‘ha
demostrat per primera vegada la preséncia de fibres musculars que
envolten els diverticles intestinals en espécies del Génere Dugesia.

6) La utilitzacié de TMUS-13 com a marcador en organismes
regenerants confirma les espectatives de utilitzacid dels MAbs en els
processos esmentats en permetre visualitzar, de manera senzilla i
directa, la contraccidé muscular en la zona de la ferida i la posterior
relaxacid, aixi com la diferenciacidé de les cél.lules musculars a
partir dels neoblasts.
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7) E1 marcatge de TCEN-49 determina regions molecularment
definides donat gue reconeix un determinant antigénic present en totes
les ceél.lules (excepte les epidermiques) de la regidé central de
l’organisme. Aquesta zona compren la regidé faringia, part de la
prefaringia i part de la postfaringia definides segons criteris
morfoldgics (Bronsted, 1969; Bagufia, 1973).

8) TCEN-49Ag és una molecula glicoproteica (glucoproteina o
proteoglica) de caracter basic amb una massa molecular aparent
detectada mitjancant Western-blot de 4500 Da. Difon a partir de
cél.lules secretores cianofiles de tipus 2 cap a totes les altres
cél.lules de la regid central.

9) L'aparicidé 1 evolucidé del marcatge de TCEN-49Ag durant la
regeneracid confirma la rapida determinacid territorial i la seqiliéncia
proximodistal de l’‘establiment de les noves estructures durant la
regeneracié de planaria tal i com postula el model mixte epimdrfic-
morfalactic proposat per aquests organismes (Sald, 1984; Sald i Bagufia,
1984) .

10) El1 marcatge obtingut amb TCEN-49 en organismes intactes,
regenerants, i les alteracions observades amb tractaments amb acid
retinoic fan pensar que TCEN-49Ag pot ser una molécula implicada en
mecanismes de formacid i manteniment de la polaritat (o del patrd)
antero-posterior situada dins wuna hipotética cadena (o xarxa)
d’induccions-inhibicions-regulacions. L'evolucié del marcatge de TCEN-
49Ag en organismes regenerants i durant el creixement/decreixement de
planaria fa que els possibles mecanismes de regulacid de l'expressid
de TCEN-49Ag concordin tant amb models que postulen un gradient de
morfogen (Child, 1911; Wolff i col., 1964; Gierer i Meinhard, 1972;
Sald, 1974) com amb els que postulen expressions diferencials de
determinats gens (com gens amb sedliéncies HOM/Hox; Saldé, 1994).

11) El marcatge observat en tots els tipus cel.lulars de la regid
central excepte les cél.lules epidérmiques (inclosos els necblasts) fa
pensar que agquestes regions moleculars poden ser considerades com les
unitats d’estructuracidé del patrd de planaria a nivell funcional.
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