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RESUM

A partir de Il'obtencié d'anticossos monoclonals (mAbs) contra la planaria
Dugesia(G)tigrina, varem aillar el mAb TCEN-49 especific de la zona central del cos
de D.rigrina. Durant la regeneracié, el patré d'expressié de l'antigen que reconeix
(TCEN-49Ag) varia en funcié del nivell d'amputacié, responent rapidament a
senyals posicionals implicades d'alguna manera en la determinacié del patrd.

INTRODUCCIO

Les planaries d'aigua dolga (Platihelmints, Turbellaris, Tricladides) sén
organismes amb una extraordinaria capacitat de regeneraci6. Aquest fendmen
comprén dos aspectes basics: 1) mantenir la polaritat anteroposterior original del
fragment regenerant; 2) determinar i diferenciar en l'ordre (temps i posicid)
correcte les estructures que manquen (formacié del patré). Els mecanismes
proposats per explicar ambdés processos sén molt diversos (Veure Bagufa i col,
1990, per a una revissi6 general), tot i que els podem agrupar en dues classes
principals: els que postulen la preséncia de gradients de morfogens (Meinhardt,
1982) que, des de fora, donarien informacié posicional a les cél.lules; i els que
suggereixen que el patré es refa des de dins per interaccions cel.lula-cél.lula
(Maden, 1977). Per esbrinar quin d'aquests models és més valid, és necessari saber
quan i on es determinen cada una de les regions a regenerar abans que siguin
morfoldgicament visibles. Es a dir, necesitem marcadors moleculars del procés de
determinaci6. Una estratégia eficag per obtenir aquests marcadors ha estat la
produccié d'anticossos monoclonals.

A partir d'una col.lecié6 de monoclonals obtinguts contra antigens de la
planaria Dugesia(G)tigrina, s'ha aillat l'anticos monoclonal TCEN-49 (Bueno i col,
1992) que reconeix un antigen, TCEN-49Ag, present inicament en la zona central
del cés. Aquest anticés pot ser Gtil com a marcador de determinacié durant la
regeneracié i el creixement/decreixement. Durant la regeneracié, TCEN-49Ag
presenta un patré d'expressié caracteristic depenent del nivell de l'amputacié. Els
seus patrons d'expressié s'analitzaran i discutiran en relacié als dos tipus de models
proposats.

MATERIAL I METODES

a) Obtenci6 de I'anticos monoclonal

S'ha seguit una modificacié (Bueno i col, 1992) del protocol descrit per
Harlow i Lane (1988). L'immundgen utilitzat ha estat extracte proteic de neoblasts
(cel.lules indiferenciades) enriquit per filtraci6 en malles de nilé i pre-absorvit
amb anticossos policlonals contra cél.lules secretores units en fase solida per tal
d'eliminar els antigens més immunogénics. Els immunodgens restants sén injectats
en ratolins Balb/C.

b) Immunotincié de seccions en parafina

S'ha seguit el protocol descrit per Bueno i col. (1992) per a organismes
intactes (de 5mm, 7mm, 9mm i 11lmm de llargada) i en regeneracié.

c) Obtencié de regenerants

Els regenerants s'han obtingut tallant organismes a diferents nivells
antero-posteriors (cefalic-caudals; Sal6, 1984). Un cop tallats, els regenerants es
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mantenien en solucié salina a 21°C (1) en preséncia de 50 pgr/ml de sulfat de
gentamicina.

Els temps de regeneracié van de les 0 hores als 10 dies amb intervals de 12 a
24 hores segons els casos.

RESULTATS

El marcatge amb l'anticds TCEN-49 (i per tant la preséncia de TCEN-49Ag) pot
ser utilitzat per definir tres zones en sentit anteroposterior a la planaria intacta:
una zona cefalica, des del nivell anterior del marcatge per TCEN-49 fins I'extrem
anterior de Il'organisme; una zona central, ocupada per TCEN-49Ag; i una zona
caudal, des del nivell posterior del marcatge per TCEN-49 fins l'extrem posterior de
l'organisme (Fig. 1). Hem observat que la relacié entre el volum d'aquestes tres
zones durant el creixement/decreixement dels organismes segueix una alometria
negativa pel que respecta la zona cefalica, positiva per la caudal i lleugerament
negativa per la zona central (Fig. 2).

Fig.l Patr6 d'immunotincié del mAb TCEN-49 on s'observen les tres regions que ens defineix.
(x20) cf: regi6 cefalica; ce: regié central; ca: regié caudal.
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En un organisme intacte, el marcatge es produeix basicament a nivell de la
membrana plasmatica dels diversos tipus cel.lulars de la zona central, excepte en
algunes poques cél.lules que presenten un fort marcatge en el seu citoplasma (o
organuls citoplasmatics). Aquests tipus cel.lulars que presenten marcatge
citoplasmatic semblen correspondre morfologicament a cél.lules de tipus secretor
ciandfil (per a la descripcié de tipus cellulars, veure Bagufia i Romero, 1981).

El patré6 d'expressié de TCEN-49Ag i el desenvolupament d'aquest patré en el
temps depenen del nivell de tall (Fig. 3). En els casos en que es manté el marcatge
regional (C, C') aquest és com el descrit al paragraf anterior (Fig. 4). En canvi,
quan el marcatge es veu reduit (D) o bé ha d'apargixer de nou (A', A, E), aquest es
produeix inicialment sols en el citoplasma d'unes poques cél.lules (Fig.5). Quan
s'amplia el nombre de cél.lules marcades i s'assoleix el marcatge regional, aquest
és novament del mateix tipus que en organismes intactes.

Dels patrons d'expressié observats durant la regeneracié (Fig. 3) es dedueix
que el patr6 varia en funcié de: 1) el trog de zona central que conservi el
regenerant; 2) la preséncia, o no, de regié cefalica; i 3) la proximitat del tall a la
regi6 cefalica. D'aquest comportament se'n poden derivar diferents modalitats
d'expressié corresponents als diversos nivells de tall (Fig. 3).
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Fig.4 Marcetge amb
TCEN-49 d'una
planaria regenerant de
3 dies al nivell de tall
C (regenerant cefalic)
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Fig.5. Marcatge amb
TCEN-49 d'una
planaria regenerant de
1 dia al nivell de tall D
(x80). —— Marcatge
cel.lular; a: anterior
(cefalic); p: posterior
(caudal)

DISCUSSIO

L'anticés monoclonal que identifica a TCEN-49Ag permet fer consideracions
d'interés respecte a dos processos tipics a planaries: el creixement/decreixement i
la regeneracié. Durant el creixement, hi ha alometries regionals molt
caracteristiques (Bagufia, 1973). Aixi, les regions cefalica, prefaringia i faringia
tenen una alometria negativa respecte a la resta del cés.mentre que les regions
postfaringia i caudal tenen alometries positives. Aixd va acompanyat del
desplagament postero-anterior de la faringe. Aquestes alometries i aquest
desplagament tenen un paral.lel perfecte amb les variacions del patré espacial de
TCEN-49Ag, la qual cosa indica que és un antigen indicador de canvis posicionals.
Tot i que no s'han fet estudis durant el decreixement, és d'esperar que,
semblantment a les dades morfologiques (Bagufia, 1973), el tipus de canvis siguin
inversos.

Els canvis en l'expressi6 de TCEN-49 al llarg de laregeneracié indiquen que
TCEN-49Ag resp6én rapidament a senyals posicionals implicades d'alguna manera
en la determinacié del patr6. Dos aspectes sén particularment rellevants. En
primer lloc la rapidessa dels canvis d'expressié (inferiors sovint a 12 hores). En
segon lloc la seva progressié antero-posterior. Experiments de transplantaments
(Salé, 1984) han demostrat que la determinacié de les regions cefalica i farfngia és
molt inicial (entre 12 i 36 hores) i progressiva en sentit antero-posterior (disto-
proximal). Aquestes dades sén molt paral.leles al comportament de TCEN-49Ag, la
qual cosa suggereix una base comuna. Tot i que és prematur pronunciar-se sobre
aquest punt, és més que probable que TCEN-49 estigui regulat bé directament per
morfogens posicionals, bé per gens que especifiquen posicié (per ex. gens amb
homeobox; Salé i col, treball en curs) al llarg de I'eix antero-posterior. La troballa
recent de gens amb homeobox tipus Antennapedia a planaries (Veure Mufioz-
Midrmol i col, aquest Seminari), aixi com els canvis en valor posicional antero-
posterior a planaries induits per diacilglicerol (Bueno, treball en curs) i TPA
(Prats, dades no publicades) poden ésser molt itils, juntament amb la seva
caracteritzacié molecular (Bueno, treball en curs) i, a la llarga genética, per
comprendre el paper que juga TCEN-49Ag en especificar la regié central a
planaries.
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