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Deteccié de regions homdlogues a 1'homeobox en 1'ADN gendmic de planaria

mitjangant Southern blots.
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Abstract

Detection of homologous regions to homeobox in genomic planarian DNA
by Southern blot experiments.

We have analysed homeobox homologies by Southern blot experiments,
using total genomic DNA from Dugesia(G)tigrina digested independently
with EcoRI, Hind III and Sau 3AI, and total genomic DNA from Xenopus
digested with EcoRI as a control. All have been probed with the 118-bp
Sau/Sau fragment from ACl1l (Carrasco et al, 1984), and with the 250-bp
Hind III/EcoRI fragment from MM3 (Miiller et al, 1984), in conditions
of reduced stringency (Mc Ginnis et al, 1984b). We have found about
10 genomic restriction fragments that contain detectable homeoboxes.

Introduccid

L'extens coneixement genétic de Drosophila ha permés d'identificar
diferents tipus de gens que controlen els primers estadis del desenvolu-
pament: gens d'efecte matern, gens de la segmentacié i gens homeotics.
L'aspecte més sorprenent de 1l'analisi d'aquests gens és que alguns d'ells
presenten una determinada seqgiiéncia d'ADN homdologa. Es tracta d'una se-
qiiéncia curta de 180 parells de bases (pb) localitzada a l'extrem 3' de
1'exé6 de cada gen, anomenada '"homeobox" (McGinnis et al, 1984a,b; Scott
i Weiner, 1984). Actualment, s'han aillat més de 10 gens diferents que

contenen 1'Homeobox (Hb) a Drosophila (Gehring, 1985).

La hibridacié creuada i els experiments de clonatje han mostrat que
els Hb no sols es conserven en gens de Drosophila siné que la mateixa
seqilidncia també es manté en vertebrats: Xenopus (Carrasco et al, 1984;
Miller et al, 1984), ratoli (McGinnis et al, 1984c), i 1'home (Levine
et al, 1984). Mitjancant Southern-blots d'ADN gendmic total també s'han

detectat a Lumbricus sp, a Tenebrio molitor, i al pollastre (McGinnis

et al, 1984b).

Malauradament, només s'han aconseguit hibriditzacions 'in situ" a
Drosophila, la qual cosa permet de demostrar clarament, i només en a-
quest organisme, els punts d'accié dels productes amb Hb, resultats que

concorden perfectament amb els d'anadlisi clonal per recombinacidé mitoti-

ca. Ara bé, es poden extrapolar els resultats en Drosophila als altres
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organismes que contenen Hb?. En aquest sentit, el paper estricte del
domini homeo (proteina que prové del transcrit d'homeobox) en el desen-
volupament resta encara per demostrar, fins i tot a Drosophila. Hi ha

perd, diferentes linies d'evidéncia que suggereixen un paper important:

1- Transcripcié en embrions.

Mitjangant Northern-blots de poliA+ RNA de diferents estadis del de-
senvolupament de Xenopus s'ha demostrat que els gens que contenen 1'homeo-
box (Hb) s'expresen en estadis especifics del desenvolupament (Carrasco
et al, 1984; Miiller et al, 1984). Recentment, Colberg-Poley et al (1985)
han demostrat la preséncia d'un transcrit amb Hb durant la diferenciacié
de cél.lules de carcinoma de ratoli cap a cél.lules endodérmiques parie-

tals extraembrionaries.

2-_Estructura dels_transcrits

Els mapes de restriccidé i la seqiienciacidé dels ADNs complementaris
(cDNA) amb homeobox mostren una gran similitud en l'estructura dels
transcrits. Aixi: a) 1'Hb va sempre precedit d'un intrd; b) 1'Hb esta
sempre localitzat en 1l'ultim ex6; i c) tots els clons estudiats fins ara
tenen una regié llarga d'uns 650 nucledtids que no codifiquen a 1l'extrem

3' de 1'Hb.

En els vertebrats s'observa una forta homologia no sols dins de la
seqliéncia de Hb siné també en les regions veines. Aixi, el MM3 de Xeno-
pus (Miller et al, 1984) mostra una alta homologia en 1'Hb i en les re-
gions veines d'un clon de cDNA de fibroblasts humans transformats per
SV40 (Simeoni i Boncinelli, en premsa), presentant el mateix exé a 1l'ex-
trem 5' i una localitzacidé exacta d'una cua de poliglutamics en l'extrem
3' de 1'Hb. A Xenopus, la seqiiénciacidé dels gens genomics i dels cDNAs
permet hipotetitzar l'existéncia d'un '"splicing" alternatiu en els trans-

crits de ACl (J.Gotz, comunicacidé personal).

3- Southerns genodmics

A Drosophila, dels 10 fragments de restriccié que contenen Hb detecta-
bles (McGinnis et al, 1984b), almenys 8 corresponen a gens homedtics i
de segmentacié (Gehring, 1985) i un és d'informacié materna (Marek, en
premsa). Per tant, a Drosophila, els Hb semblen estar intimament asso-
ciats amb gens del control del desenvolupament. Els vertebrats tenen un
nombre similar de Hb: Southern-blots d'ADN gendmic total de pollastre,
ratoli, home (McGinnis et al, 1984b) i Xenopus (Carrasco et al, 1984)

mostren 10 fragments d'hibriditzaciéd.
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Als mamifers, els Hb es troben agrupats en el genoma (complexos génics
Hox1l i Hox2, Rabin et al, 1985) tal com els complexos Antp i Bx de Dro-
sophila.

4- Homologies amb els gens de la reproduccid del llevat (”yeast mating

Un cop obtinguda la seqiiéncia del domini homeo, es va comprovar la se-
va homologia amb les seqiiéncies proteigues conegudes mitjangant la llibre-
ria proteica computeritzada de Dayhoff. Només es va trobar homologia amb

les proteines al ieo{2 de la reproduccié del llevat Saccaromyces cerevisiae

(Shepherd et al, 1984). L'homologia és més alta en 1'Gltim terc del domi-
ni homeo (fig 1). Aquesta regid és la més conservada en el gen engrailed

(Poole et al, 1984; Fjose et al, 1984), gen que conté un Hb diferent dels
de Antp, Ubx i ftz.

Aquesta homologia amb els gens del llevat és molt interessant, ja que
els productes dels '"yeast matting type cassette genes'" estan involucrats
en el manteniment de diferents estats fenotipics (determinacidé cel.lular)
necessaries per la diferenciacié cap a dos tipus d'espores (Herskowitz i

Oshima, 1981; Nasmyth, 1982).

5- E1 domini homeo s'uneix a 1'ADN_

Les proteines del 'yeast matting type'" al i 2 presenten una forta
homologia amb proteines procaridtiques que s'uneixen a 1'ADN (Matthews
et al, 1982); per aixd, Laughton i Scott (1984) i Shepherd et al (1984)
varen proposar que el domini homeo podria unir-se directament a 1'ADN.
Els repressors procariotes tenen una estructura d'hélix-volta-hélix on
1'hélix representada pel cilindre negre (fig 1) s'uniria a punts especi-
fics del solc major de 1'ADN (Pabo i Sauer, 1984). Les regions de 1'Hb
que correspondrien a 1'hélix-volta-hélix sén esquematitzades a la Figu-
ra 1. Aquestes regions estan extremadament conservades en tots els Hb.
D. Smith (comunicacié personal) amb proteines de fusié de 1'Hb de Xeno-

pus ha demostrat que s'uneixen a columnes d'ADN-cel.lulosa, essent la

primera prova directa de la unié del domini homeo a 1'ADN.

Tenim, doncs, bones evidéncies a favor de la implicacié de 1'Hb en el
desenvolupament. En el cas de Drosophila estad generalment acceptat que
aquests gens actuarien,en diferentes combinacions, activant bateries de

gens que definirien les propietats de cadascun dels compartiments i do-

narien lloc als segments de la larva.
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fig

El domini homeo sembla tenir doncs una funcid d'unié a 1'ADN; ara bé,
la seqiiéncia conservada de 60 aminoacids és més llarga que la necessaria
per unir-se a 1'ADN (Fig 1) de procariotes, la qual cosa suggereix que
podria ésser reconeguda per altres components cel.lulars (RNA polimerasa,
nucleosomes,..). Donat que hi ha molts gens que contenen 1'Hb que inte-
raccionaria amb aquests components, és molt dificil que s'introdueixin
noves mutacions; per aixd, la seqiiéncia ha quedat practicament fixada en

l'evolucié. Aixo permet d'aillar facilment tots els gens que la contenen.

Planaria és un dels molts organismes que no ha estat estudiat a nivell
genétic, la qual cosa impossibilita qualsevol estudi a nivell molecular.
En aquest moment, l'aparicidé dels Hb com a marcadors de gens implicats en
la formacidé del patré i desenvolupament ens déna la primera oportunitat
d'intentar estudiar a nivell molecular el procés de regeneracié. En a-
quest treball es presenten els primers resultats de Southern-blots geno-

mics totals d'ADN de planaria on es mostren diversos fragments de restric-

cidé amb homologia a 1'Hb.
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Material i Métodes

Obtencidé_de 1'ADN
Cap dels métodes emprats per obtenir 1'ADN i descrits a la bibliogra-
fia (Maniatis, 1982; McGinnis et al, 1984b) van permetre obtenir un ADN

de grandaria acceptable. E1 métode utilitzat va ésser el segiient:

Obtencid de nuclis

500 planaries sén homogeneitzades a 4°C amb 15ml d'acid citric 10mM,
acetat calcic 3.3mM i Trité X-100 0.01%, emprant un homogenitzador '"doun-
ce'. Seguidament es centrifuga a 5K durant 10 minuts. Es descarta el so-
brenedant i el pdsit es redissol amb la mateixa solucié, repetint el pro-

cés 4 vegades. Aliquotes observades al microscopi de contrast de fase

permeten conéixer la puresa dels nuclis.

Extracci de 1'ADN_

El pdsit de nuclis es redissol amb un petit volum de la dissolucid
anterior i s'afegeix gota a gota a 13ml de tampé d'extraccié (0.1M
Tris-ClH pH 8.4; 0.1M NaCl i 20mM EDTA), 1.5ml de SDS al 10% i Protei-

nasa K (200 fg/ml). Stincuba 1 hr a 50°C.

Seguidament es realitzen 2 extraccions amb fenol/cloroform, i la fase
aquosa es digereix amb RNAsa lliure de DNAses (20 minuts a 80°C) IOOIg/ml
durant 1 hora a 40°C. Es repeteix 1'extraccid fendlica seguida d'una ex-
traccié amb éter saturat amb H2O. La fase aquosa es precipita amb 0.1
volums d'acetat amdnic i 2 volums d'etanol i es deixa a -70°C dues ho-
res. Es centrifuga a 11K durant 30 minuts i el pdsit d'ADN es renta amb
etanol al 70%, s'asseca 2 minuts al buit, i es redissol en lrgﬁrl de TE

(Tris-HC1 10mM pH 8.0; 1mM EDTA) durant tota la nit a 4°C.

Digestions_

1'ADN redissolt s'incuba amb els tampons de digestié (Maniatis, 1982)
durant tota la nit per comprovar la seva puresa i l'abséncia de DNAses.
L'ADN gendmic total de planaria (10rg per cada digestié) es va digerir
independentment a 37°C durant 12 hores amb: 50 unitats de EcoRI; 50 uni-
tats de HindIII i 10 unitats de Sau3AI. L'ADN gendmic total de Xenopus

es va digerir en les mateixes condicions amb 50 unitats de EcoRI.

Southern-blots

Els ADNs digerits es varen sotmetre a electroforesi en gel d'agarosa

al 0.8%. E1 gel es transfereix a un paper de nitrocel.lulosa segons el

métode de Southern (1975).
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Les sondes emprades provenen dels Hb de Xenopus i corresponen al frag-
ment de 118pb Sau3A del gen AC1l (Carrasco et al, 1984), i al fragment de
250pb HindIII/EcoRI de MM3 (Miiller et al, 1984). El primer conté exclusi-
vament part de la seqiiéncia d'Hb, mentre que el segon conté 1'Hb sencer
amb regions veines del MM3 gendmic. També s'ha utilitzat ADN del plasmid
pBR com a control. El marcatge de les sondes amb 32P es realitza pel mé-

tode standard de '"nick translation'.

Hibriditzacié

La prehibriditzacié i la hibriditzacié es van realitzar en condicions
de baixa restriccid segons Carrasco et al (1984); els rentats es varen
realitzar segons McGinnis et al (1984b). Els blots es varen exposar de
1 a 10 dies a -70°C amb films Kodak XAR-5 proveits de placa intensifica-

dora.

Resultats

En les Figures 2 i 3 es pot observar el resultat d'un mateix Southern
exposat durant 10 i 43 hores respectivament. Podem veure moltes bandes
d'hibriditzacid, algunes d'elles sén inespecifiques i corresponen a ADN
repetitiu (ADN ribosomic,..) observant-se al tenyir el gel d'agarosa
amb bromur d'etidi. Aquesta alta concentracié d'ADN en una banda fa que
el soroll de fons d'hibriditzacidé inespecifica gque s'observa al llarg
del gel s'incrementi donant una falsa banda positiva. El Southern de
1'ADN gendmic de Xenopus digerit amb EcoRI (linia b), mostra el mateix
patré de fragments de restriccié que 1'observat per Carrasco et al (1984),

la qual cosa confirma la fiabilitat del Southern.

El Southern d'ADN total de planaria digerit amb EcoRI (linia a), mos-
tra 6 fragments especifics d'homologia a 1'Hb de llargades aproximades
de 4.8, 4.5, 2.5, 2.2, 1.6 i 0.9 Kb. La linia ¢ mostra el mateix ADN di-
gerit amb HindIII amb 3 fragments d'homologia a 1'Hb d'uns 10, 7 i 3.5
Kb. E1 fragment de 7Kb té la mateixa intensitat que la banda de 5Kb de
Xenopus. Tot i tenint en compte que la complexitat de 1'ADN de Xenopus
és el doble del de planaria i que ambdues linies varen ésser carregades
amb la mateixa concentracié d'ADN, el fort senyal d'hibriditzacié ens in-
dica una alta homologia vers 1'homeobox de Xenopus. La linia d mostra el
mateix ADN de planaria digerit amb Sau3Al. Aquest enzim reconeix dianes

de 4 nucledtids; per tant déna lloc a fragments més petits. Com era d'es-

perar doncs, els fragments positius tenen llargades inferiors: 1.8, 0.75
155 Ba b
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fig2

Els filtres han estat rentats exhaustivament (5 minuts a 100°C), i
tornats a hibriditzar amb una sonda marcada amb 32P de pBR per tal de
descartar altres bandes inespecifiques, ja que aquest és un contaminant
general dels laboratoris de Biologia Molecular i d'enzims com EcoRI. Cap
de les bandes observades corresponia a les del Southern de les figures

2 1e3s

Discussi6

Els resultats del Southern-blot i la intensitat del senyal d'hibridit-
zacié dels fragments de restriccidé positius suggereixen la preséncia de
seqglidncies homdlogues a 1'homeobox en 1'ADN de planaria. Ara bé, aquests

resultats s'han de considerar com a preliminars, perqué la demostracio

inequivoca de la preséncia d'homeobox només es pot obtenir seqgiienciant

els gens de planaria que contenen homeobox.
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Encare que en Southern-blots gendmics la deteccidé d'homeobox es corre-
laciona amb metazous segmentats (McGinnis, 1984b), els resultats presen-
tats en aquest treball junt amb els de 1'homologia amb les proteines del

llevat, fa pensar que aquesta correlacié no és estricta.

Si acceptem que els gens que contenen Hb codifiquen per proteines que
controlen la transcripcié de bateries de gens, el fet que a Drosophila es-
tiguin relacionats amb la segmentacié, no és motiu per a extendre-ho als
altres organismes. Doncs, en Drosophila les primeres decisions embriona-
ries es prenen en l'estadi de blastoderm i estan connectades amb la seg-
mentacié, mentre que en el cas d'amfibis la segmentacié del mesoderm no
té lloc fins després de la gastrulacié, i en mamifers les primeres deci-
sions es relacionen amb la determinacié dels teixits extraembrionaris.

Per tant, les proteines que controlen la transcripcié de bateries de gens

poden tenir patrons d'expressié molt diferents als de Drosophila.

Quants_homeobox hi_ha?.

La major part de treballs de seqgiiénciaci6é mostren 1l'existéncia d'un
sol tipus d'Hb, la qual cosa no és d'estranyar si tenim en compte que
els "screenings" s'han realitzat majoritariament amb 1'Hb de Antp. No-
més en el cas de engrailed (Poole et al, 1984; Fjose et al, 1984) sem-
bla aparéixer una nova familia d'Hb. En aquest sentit, 1'aillament i se-
giienciacié de possibles Hb a planaries pot definir noves families d'Hb

que alhora es podrien emprar per caracteritzar nous gens implicats en el

desenvolupament de Drosophila i vertebrats.

La formacié del patré és un mecanisme comi del desenvolupament i la
regeneracid. Per tant, no seria gens estrany que els gens que contenen
Hb es trobesin involucrats en la regeneracié. Aixi doncs, l'aillament de
gens amb Hb a planaria permetria: a) estudiar 1'expressidé d'aquests gens
durant la regeneracidé mitjancant Northern-blots; b) localitzar els trans-
crits en 1l'organisme mitjancant hibriditzacions "in situ"; c) localitzar
la distribucid dels productes del domini homeo mitjangant 1l'obtencié de
proteines de fusié i d'anticossos contra aquestes proteines; d) a partir
de columnes de cel.lulosa amb anticos anti-galactosidasa, aconseguiriem
fusionar-hi les proteines amb el domini homeo, les quals podrien unir-se

a fragments especifics d'ADN eluits a través de la columna, obtenint aixi

les zones de 1'ADN que s'uneixen al domini homeo (molt probablement re-
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guladores); i e) subclonant cDNAs amb Hb dins de vectors d'expressié com
el SP6 (Melton, 1984) es podrien obtenir RNAs amb el sentit contrari al
mRNA ("antisense RNA"), el qual es podria injectar a planaries en dife-

rents estadis de la regeneracié impedint 1l'expressidé dels transcrits amb

Hb.

Hores d'ara s'esta treballant en 1'obtencidé d'una llibreria gendmica
de planaria per iniciar '"screenings'" i aillar, subclonar i seqlienciar gens

que continguin Hb. Estem doncs en el cami proposat per Bagufia et al (1983).
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