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Explicacié de la portada
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resultat de la integracié de molts elements. Quan observem la mitocondria no
s’entén com un sol organul aillat sind que és el resultat de la unié coordinada
de molts processos que permeten els canvis en I'individu.
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Sinopsi

El manteniment de I'homedstasi en organismes adults és cabdal per la
continuitat dels individus; desregulacions d’aquest equilibri porten a I'aparicié
de malalties. La planaria és un model d’estudi en regeneracié i remodelacio
tissular capa¢ de canviar la mida del seu cos i recuperar les estructures
perdudes. Per tal de poder mantenir aquesta plasticitat les planaries han de
tenir una regulacioé estreta de tots els seus processos cel-lulars. En aquest
treball s’estudia el paper de dues vies de senyalitzacié que s’han demostrat
imprescindibles per al manteniment de ’homeodstasi: la via Hippo i FoxO. La
desregulacio de la via Hippo ha demostrat que té efectes severs en altres
organismes com, per exemple, I'aparicié de processos tumorals. En planaries
hem pogut demostrar que la desregulacié d’aquesta via provoca efectes a la
mitocondria que podrien desencadenar en la pérdua de I’equilibri homeostatic.
També s’ha observat que la cinasa principal de la via, Hpo, esta regulada pel
factor de transcripcié FoxO. En aquest treball es descriu que la pérdua de FoxO
en planaries també provoca deficieéncies en el manteniment de les estructures
de la planaria relacionats amb la inhibicié de I'apoptosi i la desregulacié de
I’eliminacié d’espécies reactives del oxigen. Per tal de poder entendre millor la
xarxa génica que regula el manteniment de ’homeostasi en planaries s’ha posat
a punt un nou mecanisme de seqienciacié besat en la tecnologia de Oxford
Nanopore Technologies. Aquesta estratégia ha permeés obtenir informacié
sobre nous gens implicats en el manteniment de ’lhomeostasi en planaries.



Abstract

Homeostasis is key to maintain healthy individuals; deregulation of this balance
could lead to iliness. Planarians are an animal model in the study of regeneration
and tissue renewal able to change their body size and regenerate any missing
tissue. To do so planarians must maintain a tight regulation of their cellular
processes. In this study we focus in two important signaling pathways to
maintain homeostasis: FoxO and Hippo. Deregulation of Hippo have been
demonstrated to have severe effects. In many organisms the Hippo pathway
have been associated with the initiation of the tumoral process. In this work we
demonstrate that, in planarians, downregulation of the pathway has an effect in
mitochondria who could be responsible of the loss of homeostasis. We also
observed that the main kinase of the Hippo pathway is regulated by the
transcription factor FoxO. In this study we described the loss of FoxO in
planarians leads to deficiencies in the maintenance of important planarian
structures. This phenotype is related to apoptosis inhibition and the cellular
capacity of detoxifying reactive oxygen species. To further understand the
genetic background regulating homeostasis in planarian we set up a new
sequencing technique. This technique based in the Oxford Nanopore
Technology were able to obtain useful data to undercover key genes implicated
in the preservation of the homeostasis.
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Introduccio

1. La planaria com a organisme model per a I’estudi
de la regeneracio i ’homeostasi

El nom planaria s’utilitza comunament per a referir-se a cucs plans del génere
tricladide. Pertanyen al regne animal, concretament al filum Platihelmint, sent
en un dels animals bilaterals més senzills, ja que no compten amb cavitat
corporal ni organs circulatoris o respiratoris especialitzats. Les planaries es
poden trobar a diferents parts del moén i poden ser d’aigua dolga, salada o
terrestres. Algunes espécies també son parasits.

Els primers estudis que es van fer sobre les planaries va ser a finals del segle
XIX per Thomas Hunt Morgan i Harriet Randolph (Randolph, 1897; Morgan,
1898) tot i que les seves capacitats regeneratives ja havien estat documentades
al 1847 per John Graham Dalyell. Dalyell va escriure en el seu treball: “Allo que
és una ferida mortal per a la majoria de la creacio, en elles [les planaries] serveix
per a despertar el principi actiu d’un poder reproductiu inesgotable” (Dalyell,
1814). En aquest llibre, I'autor també va descriure per primer cop la capacitat
de les planaries de canviar la seva mida depenent de la disponibilitat de
nutrients. Aquesta plasticitat va ser estudiada en detall gairebé un segle més
tard (Abeloos, 1929; Reynoldson, 1966) demostrant que la plasticitat de les
planaries va més enlla de la regeneracié.

La fascinacié d’aquests primers investigadors al segle XIX ha perdurat fins a
I’actualitat. Aixi les planaries son un model d’estudi ampliament utilitzat en
I’estudi de la regeneracié i de les cél-lules mare en organismes adults.

1.1.Schmidtea mediterranea

Les planaries de la espécie Schmitdea mediterranea sén cucs plans de vida
lliure que habiten en aigua dolga. Aquesta espécie es troba facilment en rius i
estanys de I'Oest de la Mediterrania. Taxondmicament parlant formen part del
filum Platihelmint; classe Turbellaria; ordre Seriata; subordre Tricladida; familia
Dugesiidae; génere Schmidtea (Bagufia i Riutort, 2004). Els organismes
d’aquesta espécie poden ser sexuals o asexuals. Els individus sexuals sén
hermafrodites i es poden reproduir per fertilitzacié creuada tot i que també ho
poden fer per fissié (Hyman, 1951). La reproduccié per fissié és el métode de
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reproduccio utilitzat per la soca asexual que és divideix fissionant la cua per
allargament.

L’espéecie de planaria més utilitzada actualment en investigacid, i utilitzada en
aquest treball, és la soca asexuada de S. mediterranea, ja que té una taxa de
regeneracié molt rapida i pot regenerar totes les parts del cos. Aquesta espéecie
va ser introduida com a animal model al voltant del 1970 pel Dr. Jaume Baguia
(Universitat de Barcelona) que recol-lectava les planaries en un estany artificial
a Montjuic, Barcelona. Anys més tard, es va establir una linia clonal d’aquesta
variant asexual, facil de mantenir en condicions de laboratori i que permet
obtenir resultats reproduibles.

a
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Figura 1. Funcionament de la inhibicié de gens diana per RNA..

a) Mecanisme de inhibicié génica per RNAi. La proteina DICER és capac¢ de
reconeixer qualsevol dsRNA i fragmentar-lo. Els fragments de dsRNA sén després
reconeguts pel complex RISC que els acabara hibridant amb el mRNA de la cél-lula. Un
cop es produeix aquesta unid, RISC activa el seu centre catalitic i degrada el de mRNA
endogen tot inhibint-lo.

b) Esquema temporal de la inhibicié per RNAi en animals intactes desdejunats.
Cada ronda consta de 7 dies d’experimentacio. En blau s’indiquen els dies d’injeccio.
c) Esquema temporal de la inhibicié per RNAi en animals regenerants. Cada ronda
consta de 7 dies d’experimentacié. En blau s’indiquen els dies d’injeccid, en vermell els
dies d’amputacio.

Per tal de poder entendre els mecanismes que donen la plasticitat a les
planaries, els animals son manipulats genéticament utilitzant técniques d’'RNA
d’interferéncia (RNAI) (Alvarado i Newmark, 1999). Aquesta aproximacié es
basa en la utilitzacio del sistema propi de I'organisme per a la silenciacié génica
a través del complex Dicer-RISC (Kurreck, 2009). Aquestes proteines
s’encarreguen d’interactuar amb el RNA de doble cadena (dsRNA) i silenciar el
gen complementari a la seqiiéncia identificada (Figura 1a). Gracies a aquest
sistema podem introduir RNA de doble cadena del gen d’interés per a poder
inhibir-lo. A les planaries, la interferéncia es realitza en rondes, que
corresponen a setmanes. Aixi, s’injecta el dsRNA a la zona post faringia de la
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planaria durant tres dies consecutius, després s’espera a la setmana seglent
per iniciar una nova ronda. El nombre de rondes necessari depén de la
penetrancia i expressivitat observada a I'inhibir el gen en concret. Després de
cada una d’aquest rondes es pot procedir o no a I'amputacié de I'animal
depenent de si es volen veure els afectes en regeneracié o en animals intactes,
usualment en decreixement ja que no solen menjar durant la duracié de
I’experiment (Figura 1b-c). Fins ara, altres técniques de manipulacié génica,
com la transgénesi, no s’han pogut aplicar satisfactdériament en planaries. A
més dels assajos funcionals per a la inhibicié de gens, hi ha altres tecniques
moleculars que s’han establerts en planaries per tal d’estudiar els mecanismes
moleculars de la plasticitat cel-lular, com son la possibilitat de marcar diferents
proteines per immunohistoquimica (Forsthoefel et al., 2018) o bé de marcar
RNA per hibridacions in situ (Pearson et al., 2009; Currie et al., 2016). També
es poden estudiar altres mecanismes moleculars com la mort cel-lular, a través
de la detecci6 de l'activitat de la Caspasa 3 (Gonzalez-Estévez et al., 2007) i
TUNEL (Pellettieri et al., 2010). Cal destacar també que les diferents técniques
de microscopia també han permés entendre millor el funcionament i les
estructures de la planaria.

1.2.Estructures i 6rgans de la planaria

Les planaries sén animals bilaterals amb un eix dorsoventral i anteroposterior
ben diferenciat. A diferéncia de la majoria d’animals bilaterals les planaries son
organismes acelomats, és a dir, entre la paret del cos i l'intesti existeix una
massa de cél-lules anomenada mesénquima a més de les fibres musculars.

El cos de la planaria esta recobert per una capa de moc. Aquest moc és
sintetitzat a les cél-lules del mesenquima, emmagatzemat en estructures
vesiculars anomenades rabdites i és finalment secretat per les cél-lules
epidérmiques (Lentz, 1967). La principal funcié d’aquest moc és la proteccié
de l'animal enfront a la dessecacié i a certs depredadors. Les cél-lules
epidérmiques de les planaries sén una monocapa de cél-lules post-mitotiques i
diferenciades que poden presentar o no cilis (Figura 2a). Els cilis, entre altres
funcions, permeten la locomocio de les planaries i per aquest motiu hi ha una
major quantitat de cél-lules ciliades a la part ventral de la planaria. Tot aixo
converteix I'epidermis de la planaria en una estructura complexa tot i només
comptar d’una sola capa de cél-lules (Tyler, 1984). El color marré que es pot
observar ales planaries no prové de les cel-lules epidérmiques sind de cél-lules
pigmentaries. Aquestes ceél-lules, especialitzades en la produccié de granuls
pigmentaris, es troben en el mesénquima, perdo comptem amb amplies
ramificacions que arriben fins a la zona subepidérmica (Palladini et al., 1979).
Els granuls pigmentaris estan composats per ommocroms i porfirines que
atorguen el color marré caracteristic de la planaria (Stubenhaus et al., 2016).
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Figura 2. Organs i estructures principals de les planaries.

a) Epidermis. Estructura de I’epidermis observada amb microscopia electronica. A la
imatge es pot observar, de baix a dalt, la musculatura circular, la lamina basal, i les
cél-lules epidérmiques. A la zona més apical de les cél-lules epidérmiques es poden
observar les rabdites (Rh) (Cheng et al., 2018).

b) Sistema optic. A laimatge es poden apreciar els fotoreceptors en verd (marcats amb
anti-arrestina) i en vermell la copa pigmentaria, que dona el color negre caracteristic als
ulls (Lapan i Reddien, 2011).

c) Faringe. Faringe de la planaria observada a partir del marcatge de nuclis amb DAPI.
d) Fibres musculars. Imatge de les fibres musculars més externes de la planaria, les
fibres circulars, marcades amb I'anticos TMUS-13 (Cebria et al., 1997).

e) Protonefridis. Detall de la protonefridis que formen el sistema excretor de la planaria,
marcats amb anti-Tubulina (Rink, Vu i Alvarado, 2011).

El sistema nervids de les planaries consta d’un sistema nervids central amb un
cervell bilobulat connectat a dos cordons nerviosos (Figura 3a). Els cordons
nerviosos s’estenen longitudinalment a través del tot el cos de la planaria
(Cebria et al., 2002) (Figura 2f). A més del cervell i els cordons nerviosos, el
sistema nervids central de la planaria inclou un sistema visual. Aquest sistema
visual consta de dos ulls formats pels fotoreceptors, que connecten amb el [0bul
del cervell oposat i es creuen formant el quiasma optic, i les cél-lules
pigmentaries, que son les que es veuen en el cap de la planaria degut al seu
color marro¢ fosc (Lapan i Reddien, 2012) (Figura 2b).

Les planaries presenten un sistema muscular organitzat en tres tipus de fibres
diferenciades: circulars, longitudinals i diagonals (Figura 2d). Les fibres
circulars son les més externes i envolten I'animal en I'eix dorsal-ventral. La
seglient capa muscular esta composada per fibres longitudinals i van en
direccio de I'eix antero-posterior de I'animal. A S. mediterranea podem trobar
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dues capes de fibres longitudinals: la més externa, propera a les fibres circulars
i una més interna i gruixuda. Les fibres diagonals les podem trobar entre les
dues capes de fibres longitudinals. Aquest capa de fibres diagonals permet que
el cos de les planaries tingui una alta extensibilitat (Cebria, 2016). Les planaries
manquen de sistema esquelétic per la qual cosa la capa muscular fa la funcio
de mantenir la forma i la integritat del cos, a més de contribuir a la locomocié
conjuntament amb els cilis.

Figura 3. Sistemes de la planaria.

a) Sistema nerviés. Marcatge de les connexions sinaptiques la de la planaria amb
I’anticos anit-Sinapsina

b) Sistema digestiu. En verd es poden observar les cél-lules intestinals. Imatge del
laboratori del Dr. Newmark (EEUU).

c) Sistema excretor. Marcatge dels protonefridis al llarg de la planaria (innexin-10)
(Elliott i Sanchez Alvarado, 2013).

L’alimentacio de les planaries es fa a través de la faringe, localitzada en la zona
ventral. Aquesta estructura és mobil i extensible, i permet I'obtencié d’aliment i
I’eliminacié de substancies de rebuig (Figura 2¢). L’aliment, un cop ingerit, és
distribuit a través de tot I'animal gracies al sistema digestiu. Aquest sistema
consta de tres branques principals que es van ramificant permetent la difusié
de l'aliment a totes les parts del cos (Figura 3b). Les substancies de rebuig sén
eliminades a través de la faringe o del sistema excretor compost per
protonefridis (Figura 2e i Figura 3c). Els protonefridis son un sistema tubular
que conté cel-lules filtradores capaces de filtrar el liquid intersticial per tal de
poder eliminar composts nocius per I'animal derivats del metabolisme
(McKanna, 1968).

1.3.Les cél-lules mare de la planaria: els neoblasts

Una de les caracteristiques principals que han convertit les planaries en
organismes model és la preséncia d’'una abundant poblacié de cél-lules mare
anomenades neoblast. El terme neoblast en planaries va comengar a ser
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utilitzat gracies a Harriet Randolph quan al 1892 els va definir com a “cél-lules
petites i indiferenciades similars a cél-lules embrionaries trobades en algunes
espécies de cucs terrestres” (Randolph, 1892). L’observacié a través de
técniques de microscopia electronica va poder determinar que els neoblasts
en planaries son cel-lules petites (7-12 ym) amb un nucli que ocupa la majoria
de la superficie cel-lular (Figura 4). Al citoplasma es poden observar unes
estructures elecrodenses anomenades cossos cromatoides composades per
RNA i proteines. Aquestes estructures s’han relacionat amb la capacitat de
mantenir I'estat indiferenciat (Auladell, Garcia-Valero i Bagufa, 1993). Els
neoblasts es troben repartits al llarg de tot el cos de la planaria a excepcio de
la punta del cap i la faringe (Figura 4).

Figura 4. Neoblast de les planaries.

La imatge de I'esquerra mostra la distribucio dels neoblasts al llarg de la planaria. En
vermell-taronja destaquen els neoblasts repartits per tot el cos a excepcié de la faringe
i la punta del cap. A la dreta, una imatge de microscopia electronica de transmissio d’un
neoblast de S. mediterranea. Es pot observar que el nucli ocupa la major part de la
superficie cel-lular. En blau, el nucli i en verd, el citoplasma. Les fletxes indiquen el
cossos cromatoides (King i Newmark, 2012).

Harriet Randolph va postular que els neoblasts eren similars a cél-lules
embrionaries. Aquesta definici6 no dista de la realitat. Els neoblasts son
cél-lules totipotents i, per tant, poden donar lloc a tots els tipus cel-lulars de
I’animal, tal com ho fan les cél-lules embrionaries. Gracies a aquesta poblacio
de céllules mare les planaries presenten la plasticitat cel-lular que les
caracteritza. Les primeres demostracions de la implicacié dels neoblasts en la
regeneracié i remodelacié en planaries arriben a mitjans del segle XX. En
aquests experiments s’eliminaven tots els neoblasts mitjancant irradiacié i es
comprovava que els animals perdien la capacitat regenerativa i acabaven
morint (Wolff i Dubois, 1948). Per tal de poder rescatar la plasticitat cel-lular
s’injectaven diferents extractes cel-lulars provinents d’'un animal donant no
irradiat i es comprovava si es restablia la capacitat regenerativa. Es va
comprovar que quan s’injectaven extractes cel-lulars que contenien cél-lules
diferenciades els animals no recuperaven la capacitat de regenerar i acabaven
morint, perd quan s’injectaven neoblasts hi havia una petita taxa de
supervivéncia i aquests animals podien regenerar normalment (Baguia, Salo i
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Auladell, 1989). Aquest experiment va ser la primera demostracié de que els
neoblasts eren les cél-lules encarregades de proveir la capacitat regenerativa
a les planaries i descartava la desdiferenciacié de cel-lules diferenciades com
a mecanisme d’obtencioé de noves cél-lules. Aquest descobriment va suposar
una ruptura en el paradigma de la regeneracio establert, on la majoria de
models de regeneracid es basen en la desdiferenciacié de cél-lules
diferenciades per donar lloc a les noves estructures (Seifert i Muneoka, 2018;
Joven, Elewa i Simon, 2019; Marques, Lupi i Mercader, 2019).

La identificacié dels neoblasts com a precursors de totes les cél-lules de la
planaria obre un nou debat: hi ha una unica coldnia homogénia de cél-lules
totipotents o el que anomenem neoblasts és en realitat un conjunt heterogeni
de cél-lules amb capacitat de donar lloc a diferents llinatges cel-lulars? Al 2011
es va demostrar que, trasplantant un Unic neoblast en animals irradiats es
podien obtenir tots els tipus cel-lulars de la planaria, derivats d’aquesta Unica
cél-lula, i que acabarien recuperant la capacitat regenerativa i homeostatica de
la planaria (Wagner, Wang i Reddien, 2011). Es aixi com es va definir una
poblacié de neoblasts anomenada neoblasts clonogénics o cNeoblasts. Aquest
experiment demostra la preséncia dels cNeoblasts com a cél-lula totipotent
perd amb laparicié de la seqilenciacié d’'una sola cél-lula (scSeq) es va
demostrar que hi ha altres poblacions de neoblasts amb destins cel-lulars
restringits (Van Wolfswinkel, Wagner i Reddien, 2014; Molinaro i Pearson, 2016;
Fincher et al., 2018; Plass et al., 2018; Swapna et al., 2018). Les analisis de
scSeq han permés, a més de definir diferents poblacions cel-lulars de les
planaries, trobar marcadors dels diversos llinatges cel-lulars, des del neoblast
fins als diferents tipus de cel-lules diferenciades.

1.4.Plasticitat tissular

Les planaries s’han convertit en un organisme model gracies a la seva alta
capacitat de remodelar i regenerar la totalitat del seu cos. Aquesta gran
plasticitat tissular en organismes adults les fa un animal perfecte per a poder
entendre quins sén els senyals que guien la formacié de noves estructures aixi
com les vies de senyalitzacié que permeten un correcte posicionament de tots
els drgans i teixits en un organisme adult.

Regeneracié
L’amplia poblacio de neoblasts present a la planaria és la responsable de I'alta

capacitat regenerativa d’aquest animal. Quan hi ha una amputaci6 de qualsevol
part de la planaria, el primer pas del procés regeneratiu és el tancament de la
ferida. Quan es talla una planaria, els epitelis de la ferida contacten entre si i
una petita capa d’epidermis antiga cobreix la ferida en menys d’una hora
(Baguna et al., 1988). Un cop s’ha tancat la ferida hi ha I'activacié de diversos
gens responsables del procés regeneratiu i de la formacié del blastema. El
blastema és una zona sense pigmentacié que apareix a un zona on hi ha hagut
un tall o amputacié i on s’agrupen diferents cél-lules parenquimatiques
indiferenciades que permetran la regeneracio dels teixits perduts de la planaria.
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Estudis recents apunten que el senyal iniciador del procés regeneratiu, i per
tant la formacié del blastema, és un augment de les espécies reactives de
I'oxigen (ROS) (Pirotte et al., 2015; Jaenen et al., 2021). Els pics de ROS
detectats després del tancament de la ferida permeten I'activacié de la via
MAPK/ERK (Jaenen et al., 2021) iniciant aixi la formacio del blastema (Figura
5). La via MAPK s’ha demostrat que no té efectes en el tancament de la ferida
pero la seva accio és imprescindible per a la formacié del blastema i per tant
per a la iniciaci6 de la regeneracio (Owlarn et al., 2017).

En el procés regeneratiu on, en el cas de la pérdua de teixit, no només es
recuperaran les estructures perdudes, sind que també es readaptara la mida
del cos de la planaria. Aquests canvis, tant locals, a la zona de la ferida, com
globals, estan regulats per canvis temporals de la proliferacié i de mort cel-lular.
La resposta proliferativa s’inicia 6h després de I'amputacié amb un augment de
les mitosi al llarg de tot el cos de la planaria. A les 48h posteriors a I'amputacio
trobem un segon pic proliferatiu, en aquest cas localitzat la regié propera al
blastema on hi ha un augment de neoblasts que permeten la regeneracié de
les estructures perdudes. (Bagufa, 1976; Sald i Baguha, 1984; Wenemoser i
Reddien, 2010) (Figura 5). A més de la creacio de nou teixit és important
I’eliminacié de cél-lules per tal de regenerar noves estructures o bé adaptar la
mida de la planaria. A les 4h després del tall hi ha un primer pic de mort
acumulada a la zona del blastema. A les 72h apareix un altre pic de mort
cel-lular, en aquest cas generalitzat a tot el cos de la planaria (Pellettieri et al.,
2010) (Figura 5). La resposta, tant proliferativa com a nivell de mort, que
observem a partir de les 48h només es dona en animals que han tingut pérdua
de teixit perd no apareixen quan hi he ferides que no requereixen una
produccié substancial de teixit, com les incisions (Pellettieri et al., 2010;
Wenemoser i Reddien, 2010).

Oh 30 min 4h 6h 48h 72h
. ‘ * *
L L ve L L e
e 4 e Spet 0ot * Sae,e s, .
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ROS - apoptotica
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; local de la sistémic de la . A sistémic de
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Figura 5. Procés de regeneracio6 de les planaries.

El procés regeneratiu en planaries es basa en primer lloc en tancar la ferida per tal de
poder iniciar posteriorment la senyalitzacié necessaria per la formacié del blastema. 4h
hores després del tall inicial es produeix el primer pic apoptotic que és localitzat en el
blastema. El segon augment de mort cel-lular arriba a les 72h i en aquest cas afecta a
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tot I'animal. Els canvis en la proliferacio s’inicien 6h després de la lesid, on hi ha un
augment sistemic de la divisio cel-lular. Passades 48 hores hi ha un segon augment de
la proliferacio, localitzat al blastema.

Per tal de poder regenerar les estructures perdudes hi ha d’haver diverses
senyals capaces de guiar quines estructures s’han de formar de nou. Aquesta
informacié posicional és proporcionada per una série de gens que donaran lloc
a molécules capaces de senyalitzar els neoblasts i formar les estructures
correctes en la posicié correcta. Aquests gens so6n anomenats gens
d’informacié posicional (position control genes o PCG) i constitueixen una xarxa
geénica expressada constitutivament en organismes adults capa¢ de mantenir
I'organitzacié cel-lular i tissular de la planaria durant la regeneracid i la
remodelaci6 tissular. L’estudi d’aquests gens ha estat un dels camps on s’han
fet grans avancos les Ultimes décades A través d’estudis de RNAI s’han anat
descrivint gens importants pel manteniments dels diversos eixos de la planaria
perd també per a la regeneracié de diversos teixits o estructures (Sureda-
Gomez i Adell, 2019). El teixit encarregat de I'expressio dels PCG és sobretot
el muscul (Witchley et al., 2013; Scimone et al., 2016; Lucila Scimone, Cote i
Reddien, 2017; Fincher et al., 2018).

Canvi de la mida corporal

A més de poder regenerar qualsevol part del seu cos les planaries poden
canviar la seva mida corporal per adaptar-se a la situacio nutricional. Aixi quan
les planaries es poden alimentar augmenten la seva mida, perd en époques de
falta d’aliment decreixen per tal de poder sobreviure. La taxa de creixement i
decreixement depén de la mida inicial de I'animal i de la temperatura ambient
(Brgndsted i Brondsted, 1961). En el cas de S. mediterranea la mida del cos es
redueix un 76% després de 90 dies de deju a 20°C (Gonzalez-Estévez et al.,
2012). Durant tot aquest procés les proporcions del cos de la planaria es
mantenen fins a arribar a una mida minima on hi ha pérdua de les proporcions
i I'animal acaba morint per lisi (Takeda, Nishimura i Agata, 2009).

Els mecanismes moleculars pels quals aquest canvi de mida ocorren estan
lligats a canvis en el nombre de cel-lules de la planaria (Baguha et al., 1990).
Quan hi ha una disminucié de la mida s’ha demostrat que es mantenen un
nivells basals de mitosi (Baguina, 1976; Gonzalez-Estévez et al., 2012) i
augmenta la mort cel-lular (Pellettieri et al., 2010; Gonzalez-Estévez et al.,
2012). El resultat d’aquet balang és que es manté una proporcio estable de
neoblasts perd disminueix el nombre de cél-lules diferenciades i progenitors en
alguns teixits a mesura que ve disminuint la mida de I’'animal (Gonzalez-Estévez
et al., 2012). Durant aquest procés també hi ha I'activacio de diferents PCG que
permeten el correcte escalat del cos (Witchley et al., 2013; Scimone et al., 2016;
Lucila Scimone, Cote i Reddien, 2017; Fincher et al., 2018).
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1.5.Metabolisme

La planaria és un organisme increiblement plastic capa¢ d’adaptar-se a
diferents situacions nutricionals. Aquetes caracteristiques fan molt interessant
poder estudiar el metabolisme d’aquests animals pero tot i aixo el coneixement
en aquesta area és molt limitat. Entendre com les planaries processen el
nutrients permet saber com obtenen I’energia necessaria per viure perd també
s’ha demostrat, en molts altres organismes, que els canvis en el metabolisme
impliquen canvis en les funcions de la cél-lula (Ghosh-Choudhary, Liu i Finkel,
2020).

Des dels inicis del segle XX es va comencar a estudiar el consum d’oxigen com
a mesura de la taxa metabolica en planaries. Aquests primers estudis classics
varen establir que en planaries alimentades hi ha un augment de la taxa
metabolica (Child, 1911; Allen, 1919; Hyman, 1919) . L’evolucié del consum
d’oxigen en animals dejunats ha donat lloc a resultats diversos, perd sembla
que quan les planaries decreixen mantenen (Pedersen, 1956) o augmenten la
seva taxa metabolica (Child, 1911; Allen, 1919; Hyman, 1919). Estudis més
recents realitzats en animals sense alimentar han demostrat que en animals
més petits hi ha un major consum d’oxigen i que aquesta variacioé de la taxa
metabodlica és proporcional al nombre de cél-lules de la planaria (Osuma et al.,
2018; Thommen et al., 2019). Aquest fet és sorprenent ja que, en general,
durant processos de dejuni els animals disminueixen la taxa metabolica i que
aquesta torna a augmentar quan hi ha disponibilitat de nutrients (McCue, 2013).
Tot i ser una linia d’investigacié iniciada fa més de 100 anys encara és un gran
incognita el mecanisme pel qual les planaries regulen la seva taxa metabolica
en relacio a la seva plasticitat cel-lular. S’han fet pocs estudis dels canvis
metabolics durant la regeneracio, perd recentment s’ha pogut relacionar el
procés regeneratiu amb un increment de la glicolisis anaerobica (Osuma et al.,
2018).

Les técniques de seqlenciacié massiva estan permetent comengar a identificar
vies metaboliques clau en planaries. Estudis de reconstruccions metaboliques
comparats han permés establir algunes peculiaritats metabodliques de S.
mediterranea. Aquesta espécie de planaria presenta mecanismes d’obtencio
d’energia a partir del metabolisme d’acids grassos i de la degradacié
d’aminoacids ramificats que no apareixen en altres platihelmints (Swapna et al.,
2018).
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2. La mitocondria com a organul regulador de la
ceél-lula

Les mitocondries sén un organul cel-lular classicament associat a la produccio
de I'energia necessaria per a la cél-lula. Aquest organul es va descriure per
primer cop al voltant de 1840 per diversos investigadors perd no va ser fins al
1898 que Carl Benda va establir el nom de mitocondria (Benda, 1898).
L’etimologia de la paraula prové dels mots grecs mitos (pitog = fil) i khondros
(xovdpiov = granul) fent referéncia a la seva estructura de granuls allargats. A
partir de I'entrada del segle XX I'estudi d’aquests petits organuls va desvelar
que la seva funci6 anava més enlla de la produccié d’energia en forma d’ATP.
Es va descobrir la seva implicacid en la regulacié del metabolisme i
I’homeodstasi general. Actualment es continua investigant la possible implicacio
dels canvis en la mitocondria en diverses patologies complexes com, per
exemple, el cancer (Liu i Shi, 2020).

2.1.Estructura i dinamica mitocondrial

La mitocondria és un organul que consta de dues membranes. La membra
externa (MEM) esta recoberta de diferents proteines en forma de canal
anomenades porines. Aquestes permeten I'entrada de diferents metabodlits.
També podem trobar enzims encarregats dels primers passos en I'elongacié
d’acids grassos entre altres (Figura 6a). A I’espai entre les dues membranes
trobem I’espai intermembrana (EIM) o espai perimitocondrial. El citocrom C es
localitza en aquest espai i €s alliberat quan la membrana externa es trenca en
processos apoptotics (Figura 6b). La membrana interna (MIM) esta plegada
sobre ella mateixa formant les crestes mitocondrials. Aquests replegaments
permeten augmentar la superficie de membrana interna ja que és en aquesta
membrana on es troben localitzats els enzims de la cadena respiratoria
encarregats de la formacié d’ATP. També podem trobar diferents proteines de
transport que permeten el pas controlat de proteines a linterior de la
mitocondria (Figura 6c¢). Finalment, trobem I’espai més intern de I'organul,
anomenat matriu (MM). La matriu és un espai molt ric en proteines, ja que és
aqui on ocorren la majoria de les reaccions metaboliques principals, com per
exemple el cicle de Krebs o I'oxidacié del piruvat i els acids grassos. En aquest
espai és també on es localitzen diverses copies del genoma mitocondrial
(mtDNA). Aquest genoma es troba en forma de DNA circular de doble cadena
altament empAquestat. La MM també té ribosomes propis de la mitocondria a
més de tota la maquinaria que permet traduir els gens mitocondrials (Figura
6d).

L’origen simbiotic de la mitocondria va ser proposat per Lynn Margulis al 1967
(Sagan, 1967) i és la teoria més acceptada actualment. La cientifica nord-
americana va proposar que 'origen de la cél-lula eucariota prové d’un procés
simbiotic entre essers unicel-lulars amb diferents caracteristiques metabdliques
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i fisiologiques. Aquesta teoria explicaria la peculiar doble membrana present a
la mitocondria i la seva alta especialitzacié en la produccié d’energia.
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Figura 6. Estructures de la mitocondria.

a) Representacié de la membrana externa mitocondrial. La membrana externa
mitocondrial (MEM) esta travessada per diferents proteines intermembrana,
anomenades porines, que la fan altament permeable a diferents molécules.

b) Representacié de I’espai intermembrana mitocondrial. L’espai intermembrana
(EIM) té una composicié molecular similar a la del citosol tot i que compta amb proteines
propies de la mitocondria com el citocrom C.

c) Representaci6 de la membrana interna mitocondrial. La membrana interna
mitocondrial (MIM) és rica amb proteines especialitzades com la cadena transportadors
d’electrons i la ATP sintasa.

d) Representacié de la matriu mitocondrial. La matriu mitocondrial (MM) té un
composicié propia on es localitzen un gran quantitat d’enzims metabolica aixi com els
ribosomes propis de la mitocondria i el DNA mitocondrial (mtDNA).

Les mitocondries no es poden entendre com a elements individuals siné que
s6n organuls plastics interrelacionats capagos de formar xarxes complexes. Els
canvis en la morfologia de la mitocondria es porten a terme a través dels
processos de fusio i fissid. En la realitzacid d’ aquests processos hi estan
involucrades GTPases de la familia de les dinamines que es troben
conservades en una gran varietat d’organismes, des de llevats fins a humans
(Hoppins, Lackner i Nunnari, 2007).

El procés de fusio implica la unié6 de dues mitocondries per formar un nou
organul. Els processos de fusié de membrana s6n comuns en diversos sistemes
de la cellula, com a laparell de Golgi o en el transport de vesicules
extracel-lulars, perd el cas de la mitocondria és més complex ja que s’ha de
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coordinar la fusié de dues membranes. El procés s’inicia per la unié de la
membrana externa a través d’una GTPasa de membrana. Aquestes proteines
estan altament conservades: en llevats (Rapaport et al., 1998); en la mosca de
la fruita (Hales i Fuller, 1997), on s’anomena Fuzzy Onions (Fzo); i en humans,
que consta de dos homolegs, la Mitofusina 1 i 2 (Mfn1/2) (Eura et al., 2003).
Quan les Mfn de dues membranes externes mitocondrials és reconeixen a
través dels seus dominis citosolics permeten la unié de les dues membranes
externes en una sola. Per tal de permetre la unié de la membrana interna, la
Mfn forma un complex amb una nova GTPasa associada a la MIM; OPA1. OPA1
és una proteina que esta altament conservada des de llevats fins a mamifers
(Pelloquin et al., 1998; Alexander et al., 2000). La formacié del complex Mfn-
OPA1 permet la uni6 de les dues membranes internes finalitzant el procés de
fusio (Figura 7a). Durant aquests procés tots els components de la matriu de
les dues mitocondries (DNA, enzims, ribosomes...) es mesclaran en la nova
matriu.

La fissid mitocondrial és el procés pel qual una sola mitocondria es divideix un
dos nous organuls. El procés de fissié comenca gracies a 'accié de Drp1, que
és reclutat des del citosol fins a la MEM per interaccié amb Fis1 i Mdv1. Drp1
és una GTPasa que es troba en forma soluble al citosol i s’ha descrit en diversos
animals, des del llevat (Dnm1p) (Bleazard et al., 1999), passant per cucs (DRP-
1) (Labrousse et al., 1999) i fins als mamifers (Smirnova et al., 2001). Fis1 és
una proteina transmembrana de la MEM amb un domini extern exposat al
citosol que es troba distribuit per tota la superficie mitocondrial (Mozdy,
McCaffery i Shaw, 2000). Mdv1 és una proteina que permet la interaccio entre
Drp i Fis1. En el procés de fissio, Drp1 homoligomeritza i és reclutat a la
mitocondria per Fis1-Mdv1. Aquestes proteines, formen un anell al voltant de
membrana externa on gracies a I'accié conjunta del complex Drp1-Fis1-Mdv1
hi ha una constricci6 de les membranes. Aquesta unié donara lloc a la
separacio de I'organul en dues noves unitats independents (Shaw i Nunnari,
2002; Cerveny i Jensen, 2003) (Figura 7b). La divisio de les mitocondries és
realitza de forma sincrona repartint de forma equitativa el material genétic i
proteic.
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Figura 7. Mecanisme de fusio i fissié mitocondrial.

a) Representacié grafica del sistema de fusiéo mitocondrial. La fusié mitocondrial
s’inicia amb la unié de la membrana externa a través del la Mitofusina (MFN) seguit per
I’'acoblament de la membrana interna per part de la proteina mitocondrial OPA1.

b) Representacié grafica del sistema de fissié6 mitocondrial. La fissié mitocondrial
requereix de I'expressidé del receptor de membrana externa FIS1 que reconeix la
proteina DRP1. Gracies a aquesta unio es forma un anell al voltat de la mitocondria que
permet la seva divisio.

2.2.Regulacié de la homeaostasi cel-lular a través de
I’estructura de la mitocondria

La mitocondria és I'eix central de la formacié d’energia, per aix0, canvis en la
mitocondria provoquen canvis en el metabolisme cel-lular que poden afectar a
I’homeodstasi de tota la cél-lula. Tot i la gran importancia del metabolisme, la
mitocondria no és només la “central energética” de la cél-lula sind que és un
organ regulador amb implicacions en la produccié de ROS, la regulacié de
I’estat diferenciat, en el progrés del cicle cel-lular o en I'apoptosi. L’efecte de la
mitocondria en la homeostasi cel-lular pot ser regulada per la seva estructura,
de forma que I’estructura mitocondrial pot condicionar el bon funcionament de
la cél-lula.

Apoptosi
Un dels camps més estudiats és la relacié de la mitocondria amb I'apoptosi. En

el procés d’apoptosi s’han descrit dos mecanismes principals: I'extrinsec,
activitat per receptors de mort i 'intrinsec o mitocondrial. Ambdds processos
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es diferencien en I'origen dels senyals perd acaben convergint en I'activacio de
la Caspasa-3, que permet la mort cellular (Figura 8). La via extrinseca es
caracteritza per la transmissio de senyals de mort des de I’exterior de la cél-lula
a I'interior a través de receptors de mort de la familia TNF. La unié del lligand
als receptors de mort inicia una cascada de senyalitzacié que permet I'activacié
de la Caspasa-8 que acabara iniciant I'execucié de I'apoptosi mitjangant la
Caspasa-3 (Ashkenazi i Dixit, 1998). La via intrinseca integra senyals
procedents de canvis intracel-lulars que deriven en canvis en la membra
mitocondrial. Els senyals pro-apoptotics provoquen I'obertura dels porus de
transicié de permeabilitat mitocondrial i la pérdua del potencial de membrana.
A causa de la ruptura de la integritat de la membrana externa hi ha alliberament
de molécules pro-apoptotiques de la mitocondria al citosol (Saelens et al.,
2004). Un primer grup de molécules pro-apoptotiques, on destaca el Citocrom
C, formen l'apoptosoma que permetra I'activacio de la Caspasa-9, que al seu
torn interactuara amb la Caspasa-3 activant la mort cel-lular. Un segon grup de
molécules sera I'encarregada de translocar-se al nucli i fragmentar el DNA
(Susin et al., 2000). Tot i I'existéncia de dos mecanismes diferenciats
d’apoptosi, s’ha demostrat que les dues vies de senyalitzacio estan lligades i
una pot influenciar I'altra (Igney i Krammer, 2002).

L’estructura de la mitocondria pot modular la sensibilitat de la cél-lula als
senyals pro-apoptotics. Durant 'apoptosi s’ha observat una fragmentacié de la
xarxa mitocondrial, donant lloc a un major nombre de mitocondries més petites.
Aquest fraccionament és a causa de I'acciéo de Drp1, que és reclutat a la
mitocondria per senyals pro-apoptoétics (Frank et al., 2001; Karbowski et al.,
2002; Lee et al., 2004). També s’ha demostrat que en animals on s’impedeix
aquest procés de fissio hi ha disminucié de I'apoptosi en preséncia de senyals
pro-apoptotics (Sugioka, Shimizu i Tsujimoto, 2004). En aquests estudis s’ha
demostrat la importancia dels canvis en I'estructura mitocondrial en I'activacio
o resisténcia de I'apoptosi.
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Figura 8. Vies d’apoptosi.
Molécules implicades en el procés apoptotic. La via intrinseca permet 'activacié de les
Caspases efectores sense intervencid de la mitocondria. La via extrinseca es

caracteritza per la formacié de I'apoptosoma a través de la permeabilitzacié de MEM i
I’alliberacié de Citocrom C (Ichim i Tait, 2016).

Produccié d’espéecies reactives de 'oxigen

Les especies reactives de I'oxigen (ROS) sén molécules amb poder reductor
formades per ions d’oxigen (O27), radicals lliures d’oxigen (OH) o els seus
derivats (H2032). L’acumulacié d’aquestes molécules estan associades a danys
cel-lulars a causa del seu poder oxidatiu que pot provocar modificacions en
proteines, lipids i acids nucleics. Per exemple, modificacions en proteines
poden alterar el funcionament de diferents enzims essencials (Stadtman i
Levine, 2000) o bé I'oxidacio del DNA, que provoca la ruptura de les cadenes
donant lloc a apoptosi (Auten, Whorton i Mason, 2002). El paper de les ROS no
sempre és deleteri. En localitzacions concretes i a baixes concentracions
funcionen com a missatges cel-lulars, com per exemple en la regeneracio en
peix zebra (Helston i Amaya, 2021) o I'activacié de la regeneracio en planaries
(Jaenen et al., 2021). La formacié de ROS pot ser endogena o exodgena. La font




Introduccio | 17

majoritaria de ROS endogena son els enzims de la cadena respiratoria
mitocondrial (Boveris, 1977).

L’augment de ROS provoca canvis en I'estructura mitocondrial. Sota I'estrés
oxidatiu es modulen les proteines encarregades de la fusio i la fissid
mitocondrial donant lloc a I'aparicié d’un major nombre de mitocondries petites.
Aquest augment de la fissio pot ser rescatat en preséncia d’antioxidants que
permeten de nou la fusié mitocondrial (Fan, Hussien i Brooks, 2010; Wu et al.,
2011). La relaciéo entre ROS i I'estructura mitocondrial no és en una sola
direccié. S’ha demostrat que en mutants on hi ha un augment de la fusié
mitocondrial hi ha una disminucié de ROS perd aquests nivells augmenten quan
hi ha un augment de la fissio (Yu, Robotham i Yoon, 2006; Yu et al., 2008).

Control del cicle cel-lular

La divisié cel-lular és un procés altament regulat gracies a diferents punts de
control. La iniciacié i progressio del cicle cel-lular només sera possible si es
compleixen una série de requisits. Els elements principals encarregats de
controlar aquests processos son les ciclines i les cinases dependents de
ciclines (CDKs). Durant el cicle cel-lular les mitocondries canvien la seva
morfologia. En la transicio G1/S les mitocondries sofreixen un procés de fusié
per formar una estructura tubular hiperpolaritzada que haura de ser
fragmentada per entrar en mitosi. A I'acabar la mitosi es recupera I'estructura
habitual de la xarxa mitocondrial (Figura 9). La formacio de la gran xarxa tubular
a I'entrada de la fase S permet a la mitocondria produir més ATP i intermediaris
necessaris per a la replicacié del DNA. Aquesta estructura mitocondrial regula
I’accid de la Ciclina E, permetent passar el punt de control de la fase G1/S del
cicle (Mitra et al., 2009). La fragmentacié mitocondrial a I'inici de la fase M esta
regulada per la CDK1 i la ciclina B1. Aquestes dues molécules s’encarreguen
de la fosforilaci6 de la proteina de fissi6 DRP1 permetent la fragmentacié
mitocondrial (Taguchi et al., 2007; Lee et al., 2014).
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Figura 9. Regulacié del cicle cel-lular a través de la dinamica mitocondrial.

Canvis en I'estructura de la mitocondria sén imprescindibles per a la progressié del cicle
cellular. Per a I'’entrada en la fase S s’estimula la fusié mitocondrial fins a la formacio
d’una mitocondria hiperfusionada que s’ha de dividir per tal de poder entrar a la fase de
mitosi. Durant la mitosi les mitocondries estan altament fissionades i es reparteixen en
les cel-lules filles. Figura modificada de Lopez-Mejia i Fajas (Lopez-Mejia i Fajas, 2015).

Desti cel-lular

Les mitocondries han demostrat ser un centre regulador de senyals que poden
afectar a diferents funcions de la cél-lula. Canvis en la seva estructura
provoquen canvis en el flux d’energia cel-lular; una major fusié mitocondrial
estd relacionada amb I'augment d’activitat metabdlica i amb la produccio
d’energia per fosforilacié oxidativa (OXPHOS), mentre que I'augment de la
fissié és senyal de cél-lules quiescents amb un metabolisme glicolitic (Collins
et al., 2002). Aquests canvis en I'estat metabdlic de la cél-lula han demostrat
ser diferencials de diferents estats metabodlics. En el cas de la induccid de
iPSCs s’ha demostrat que quan es realitza la reprogramacio hi ha un canvi de
I’is de OXPHOS a glicolisi i que aquesta reprogramacié no és possible si no va
lligada I'activacio de la maquinaria de fissié (Zhu et al., 2010; Folmes et al., 2011;
Prieto et al., 2016). Aquests canvis que ocorren en situacions fisiologiques
també han estat relacionats en situacions patologiques com el cancer. Un dels
descobriments més notables sobre els canvis metabolics en cancer és I'efecte
Warburg en el que és descriu que les cél-lules cancerigenes canvien I'Us
d’energia de OXPHOS a glicolisi (Warburg, 1956). Tot i que en un principi
s’havia postulat que aquest canvi era a causa de mitocondries defectuoses,
actualment sabem que no és a causa de defectes en I'organul sin6 en canvis
en la seva funcio.
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3. La via Hippo com a integradora de senyals

Les primeres cinases efectores de la via Hippo van ser descrites per primer
cop a Drosophila quan es realitzava un cribratge de gens relacionats amb la
progressio tumoral (Xu et al., 1995). Les primeres descripcions de la via Hippo
varen descriure el rol d’aquesta via de senyalitzacioé en el control de la mida
dels organs, restringint la proliferacié i reduint I'apoptosi (Halder i Johnson,
2011). Tot i aixd s’ha demostrat que la via no només actua regulant la mida dels
organs siné que a més a més pot estar relacionada amb la regulacié de la
diferenciacié cellular i en el manteniment de les céllules mare (Cao et al.,
2021). Per tots aquests motius I’estudi de la via Hippo ha estat en el punt de
mira no només en estudis del desenvolupament sin6é també en la regulacié de
la homeostasi en organismes adults i la seva relacié amb I'aparicié d’estats
patologics (Zheng i Pan, 2019).

3.1.Elements principals de la via

La via Hippo consta d’una série de cinases capaces de regular 'efector de la
via, que al seu torn activa la transcripcié de diferents gens relacionats amb la
regulacié de la mort cel-lular, la proliferacid, la diferenciacio i la supervivéncia
(Huang et al., 2005; Zhang, Pasolli i Fuchs, 2011; Wang et al., 2018). En
Drosofila, les cinases de la via s’anomenen Hippo, Salvador, Mats i Warts
mentre que en vertebrats s6n Mst1/2, Salvador, Mob1, Lats1/2. L’efector de la
via és un coactivador de la transcripcié anomenat Yki en Drosofila i YAP/TAZ
en vertebrats. Els elements principals de la via estan conservats en organismes
anteriors als metazous, on ja es troben evidéncies de proteines amb funcions
homologues a Hippo, Warts i YAP (Sebe-Pedrs et al., 2012).

La cinasa principal de la via és Hippo, que és capag¢ de respondre a diferents
senyals tant intracel-lulars com extracel-lulars i fosforilar-se. Hippo és una
serina/treonina cinasa amb un domini cinasa N-terminal i un domini SARAH
(Salvador/Ras-association domain family /Hippo) C-terminal, ambdds dominis
estan units per un connector flexible. Quan Hippo és fosforilat es produeix un
canvi de conformacié que permet I'’exposicio del domini C-terminal on es podra
unir Salvador (Ni et al., 2013). Salvador va ser identificat com una proteina
d’esquelet designada a connectar Hippo i Warts, perd actualment es sap que
també juga un paper important en el reclutament de Hippo a la membrana i en
el manteniment de I'activitat de Hippo, inhibint la seva desfosforilacio (Yin et al.,
2013; Sun, Reddy i Irvine, 2015). Gracies a la accié conjunta de Hippo i
Salvador, es fosforila Mats, tot permetent I’activitat de Warts. L’efecte de Mats
sobre Warts és dual. Per un costat canvia la seva conformacié fent-la accessible
a ser activada i, per un altre, fa de proteina de bastida perquée pugui
interaccionar amb Hippo i ser fosforilada (Wei, Shimizu i Lai, 2007; Praskova,
Xia i Avruch, 2008; Ni et al., 2015). Aquest conjunt de cinases constitueix el
nucli de la via Hippo que sera capag de regular I'efector de la via (Figura 10).
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L’efector de la via Hippo és Yki, un coactivador de la transcripcié amb un domini
WW que permet la interaccié proteina-proteina (Sudol, 1994; Sudol et al.,
1995). Quan el nucli de cinases de la via esta activat, Warts fosforila Yki,
promovent la seva translocacié del nucli al citoplasma i, per tant, la seva
inactivacié com co-activador transcripcional. Aquests fosforilaciéo també crea
un lloc d’unié per les proteines 14-3-3, que s’encarreguen d’iniciar el procés
de degradaci6 de Yki (Liu et al., 2010; Zhao et al., 2010) (Figura 10). Pel
contrari, si no s’activen les cinases principals de la via, Yki es mantindra en el
nucli i podra activar la transcripcié dels gens diana de la via. Yki no té motiu
d’unioé al DNA i, per tant, depén d’altres factors de transcripcid. Tot i que s’han
identificat diverses proteines que podrien interaccionar amb Yki el company
principal d’aquesta proteina és Scalloped (Sd), anomenat TEAD en mamifers
(Wu et al., 2008; Koontz et al., 2013). La cooperacié d’aquestes dues proteines
permet la unié a diferents promotors o estimuladors de gens diana (Oh et al.,
2013; Galli et al., 2015; Stein et al., 2015) (Figura 10).

L’efector de la via Hippo és Yki un coactivador de la transcripcié amb un domini
WW que permet la interaccié proteina-proteina (Sudol, 1994; Sudol et al.,
1995). Quan el nucli de cinases de la via esta activat, Warts fosforila Yki
promovent la seva translocacié del nucli al citoplasma. Aquests fosforilacio
també crea un lloc de unio per les proteines 14-3-3 que s’encarreguen d’iniciar
el procés de degradacié de Yki (Liu et al., 2010; Zhao et al., 2010) (Figura 10).
Per el contrari si no hi ha activa de les cinases principals de la via Yki es
mantindra en el nucli on podria activar la transcripcié dels gens diana de la via.
YKi ni té motiu d’'uni6 al DNA per lo que depén de altres factors de transcripcio.
Tot i que s’han identificat diverses proteines que podrien interaccionar amb YKki
el company principal d’aquesta proteina és Scalloped (Sd), anomenat TEAD en
mamifers (Wu et al., 2008; Koontz et al., 2013). La cooperacié d’aquestes dues
proteines permet la unié a diferents promotors o estimuladors de gens diana
(Oh et al., 2013; Galli et al., 2015; Stein et al., 2015) (Figura 10).
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Figura 10. Funcionament de la via Hippo en Drosofila i mamifers.

a) Regulacié de la via Hippo en Drosofila. Diverses senyals intracel-lulars i
extracel-lulars permeten I'activacio de la cinasa principal de la via, Hippo, tot iniciant una
cascada de senyalitzacié que impedeix I'entrada de Yki al nucli i la seva posterior
degradacio. Quan les cinases no estan activades, Yki pot entrat al nucli i interaccionar
amb Sd.

b) Regulacié de la via Hippo en mamifers. Diverses senyals intracel-lulars i
extracel-lulars permeten I'activacio de la cinasa principal de la via, Mst 1/2, tot iniciant
una cascada de senyalitzacié que impedeix I'entrada de YAP/TAZ al nucli i la seva
posterior degradacid. Quan les cinases no estan activades, YAP/TAZ pot entrat al nucli
i interaccionar amb TEAD.
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3.2.Integracio de senyals

La via Hippo pot estar regulada per una gran diversitat de senyals tant
intracel-lulars com extracel-lulars. La integraci6 d’aquest conjunt de
contribucions sén les que permeten la fina regulacié de la via.

La densitat cel-lular és una dels principals senyals reguladors de la via. En
situacions d’alta densitat cel-lular, el contacte ceél-lula a céllula inhibeix el
creixement gracies a I'accié de la via Hippo. Les unions estretes de les cél-lules
, a través de diferents proteines de membrana, poden activar les cinases de la
via donat lloc a I'activacié de Warts, que impedira I’accié de Yki en el nucli (Zhao
et al., 2007; Silvis et al., 2011; Aragona et al., 2013; Pan et al., 2016). Els canvis
en la unié a la matriu extracel-lular (MEC) també regulen I'activitat de la via. La
unio de les cél-lules a la MEC permet I’entrada al nucli de Yki (Zhao et al., 2012;
Kim i Gumbiner, 2015), mentre que quan hi ha una disminucié de I'adheréncia
a la MEC, Yki és degradat a causa de I'accié de Warts (Zhao et al., 2012). A
més de les interaccions cél-lula a cél-lula, la via Hippo és sensible a I'estrés
mecanic induit per les cél-lules que I'envolten. La tensié del citoesquelet s’ha
demostrat que regula la via; alguns estudis apunten a qué la tensié del
citoesquelet és dictada pels components de regulacid superiors de la via
(Crumbs, Merlin i Kibra) (Fletcher et al., 2015) mentre que altres apunten a la
fosforilacié de la miosina com a molécula senyalitzadora (Deng et al., 2015).

Els diferents senyals d’estrés també son reguladores de I'activacio de la via
Hippo. Hippo ha estat directament relacionat amb la resposta a I’estrés oxidatiu:
quan hi ha un increment de ROS a la cél-lula, s’activa Hippo que, a través de
FoxO, regula I'eliminacio de les ROS deletéries per la cél-lula (Lehtinen et al.,
2006; Geng et al., 2015). L’estres energétic és també un regulador de la via; la
falta de glucosa indueix la fosforilacié de Yki per Warts gracies a la accio de la
AMPK (deRan et al., 2014; Mo et al., 2015; Wang et al., 2015).

3.3.La via Hippo en planaries

Les planaries son uns animals que poden canviar la seva mida corporal i
regenerar qualsevol part del seu cos. Per aquest motiu s’han convertit en un
model d’estudi per entendre la regulaci6 homeostatica dels teixits adults. Els
primers estudis de la via Hippo en planaries es van fer en relacié a I'efector de
la via, Yki. En aquests estudis es va demostrar el paper yki en la regeneracio i
I'establiment del correcte patronatge del cos. També es va veure que la
inhibicié de yki creava edemes que impedien la supervivéncia de la planaria
(Lin i Pearson, 2014). Tot i el fenotip tan sever observat en yki RNAI,
posteriorment s’ha pogut demostrar que efectivament Yki esta regulat per
Hippo (de Sousa et al., 2018).

La inhibici6 de hpo provoca I'aparici6 de sobrecreixements i zones
despigmentades que poden afectar a estructures importants de la planaria com
els ulls (Figura 11a). En aquests animals també s’han trobat defectes en altres
estructures imports per la planaria com el sistema nervios o el digestiu (Figura
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12b-c). A diferéncia del que passa en altres animals, en planaries no hi ha un
augment de la mida al inhibir hpo. Quan es comprova la proliferacio cel-lular es
demostra que tot i que animal hpo RNAI hi ha un augment de cél-lules en fase
M aquestes no poden finalitzar el cicle cel-lular degut a defectes en
I’'assemblatge del fus mitotic. En relacié a al mort hi ha una disminucio de les
cél-lules en apoptosi al inhibir hpo, que és la responsable de I'acumulacié de
célllules en forma de sobrecreixement. L’estudi exhaustiu de del llinatge
epidérmic en animals hpo RNAI evidencia que aquests animals presenten
cél-lules on hi ha la expressié de marcadors de diferents estats diferenciats de
la cél-lula. A més a més es demostra que I'origen d’aquestes cél-lules és a causa
de processos de desdiferenciacio.

a b
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Figura 11. Fenotip dels animals hpo RNA..

a) Aspecte in vivo dels animals hpo RNAi. Imatges de microscopia d’animals hpo RNAI
on es pot observar els sobrecreixements i les arees despigmentades. Les puntes de
fletxa blanques indiquen els sobrecreixements i els requadres discontinus les zones
despigmentades (de Sousa et al., 2018).

b) Sistema nerviés dels animals hpo RNAi. Marcatge dels sistema nervids de la
planaria amb anti-Sinapsina. Els requadres indiquen la zona magnificada. Les puntes de
fletxa blanques indiquen les cél-lules en mitosi marcades amb un anticos anti-H3P (de
Sousa et al., 2018).

c) Sistema digestiu dels animals hpo RNAI. Hibridacié in situ de la sonda del gen pk1
que marca el sistema digestiu de la planaria. Les puntes de fletxa negres indiques les
zones on hi ha defectes en el sistema digestiu (de Sousa et al., 2018).

En resum, I'estudi de la inhibicié de hpo va proporcionar un major coneixement
del funcionament de la via. Es va demostrar que en animals hpo RNAi no hi ha
un increment de mida del animals sind acumulacions puntuals de cél-lules
desdiferenciades, que sén degudes a la inhibicié de I'apoptosi, a I'aturada del
cicle cel-lular i a la desdiferenciaci6 cel-lular (Figura 12) (de Sousa et al., 2018).
Es important destacar que no s’havien descrit mai anteriorment processos de
desdiferenciacio a les planaries, pel que aquest estudi indica un rol essencial
de hpo en I'establiment de la identitat cel-lular.
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Figura 12. Model del funcionament de hpo en planaries.

En animals control, el neoblasts poden proliferar i diferenciar-se en tipus cel-lulars
especifics. Les cel-les proliferatives surten del cicle cel-lular per continuar amb el procés
de diferenciacid. El nombre de cél-lules postmitotiques també esta controlat per la mort
cellular programada. En les planaries hpo RNAI, les cél-lules mare proliferants o els
neoblasts queden atrapats a la fase M (1) i poques d’aquestes cél-lules pateixen apoptosi
(2). Ambdues alteracions poden provocar inestabilitat gendmica, perque la fallada en
sortir de la fase M esta relacionada amb el dany de el DNA, i la inhibicié de la resposta
apoptotica dificulta I'eliminacié de cél-lules velles i danyades. La inhibicio de hpo també
afavoreix la plasticitat cel-lular i facilita la desdiferenciacié cel-lular (3). Tant la inestabilitat
genomica com la plasticitat cel-lular podrien afavorir I'aparicié d’arees no diferenciades
i de sobrecreixement (de Sousa et al., 2018),
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4. foxo com a gen clau en la regulacié de la
homeostasi cel-lular

Els factors de transcripcié forkhead (FOX) constitueixen una familia génica
evolutivament molt conservada, amb funcions importants tant en el
desenvolupament com en la vida adulta. La caracteristica comuna de tots els
membres d’aquesta familia és la presencia d’'un motiu d’'uni6 al DNA
caracteristic de 100 aminoacids (el domini FOX) (Weigel i Jackle, 1990; Clark
et al., 1993).

El primer cop que es va descriure un membre d’aquesta familia va ser a D.
melanogaster, on es va observar que la mutacié d’'un gen codificant per una
proteina nuclear provocava que les mosques presentessin un cap punxegut
(Weigel et al., 1989; Weigel i Jackle, 1990). Aquesta observacié dona el
particular nom a la familia génica. A partir d’aquest moment s’han anat
descobrint diferents gens amb el domini d’unié al DNA FOX, que s’han
classificat sistematicament en subfamilies que van de FoxA a FoxS (Kaestner,
Kndéchel i Martinez, 2000). Diferents espécies presenten diferents families i
cada una de les families té una quantitat diferent de gens segons la espécie. El
guany i la perdua de les families géniques de Fox esta marcat per I'evolucié i la
diferenciacié de les especies; per exemple, la familia S és especifica de
vertebrats i es va originar a partir de la duplicacio i I’evolucié de la familia C
(Wotton i Shimeld, 2006).

La subfamilia FoxO consta d’un sol gen en els invertebrats i quatre en els
mamifers (FOXO1, 3, 4, 6) (Jacobs et al., 2003). A C. elegans I'inic membre de
la familia FoxO s’anomena daf-16 (Lin et al., 1997), mentre que a D.
melanogaster és dFOXO (Junger et al., 2003). Els gens de la subfamilia FoxO
s’han relacionat amb processos de cancer i envelliment (Greer i Brunet, 2005).

4.1.Regulacié de foxo

FoxO és un factor de transcripcié amb capacitat de modular la transcripcié de
nombrosos gens i, per tant, la seva regulacié afecta a diferents processos
cellulars. El principal element regulador de FoxO és la Serina/Treonina
proteina-cinasa (Akt). Akt és una proteina regulada per la via de la insulina
capagc de fosforilar FoxO, excloent-lo del nucli i donant lloc a la seva degradacié
(Matsuzaki et al., 2003). L’activacio d’Akt es produeix quan, en preséncia de
nutrients, el receptor d’insulina inicia una série de fosforilacions en cascada de
la via del fosfoinositol 3 cinasa (PI3K) que desemboquen en I'activacio d’Akt
per doble fosforilacio realitzades per la Cinasa depenent de fosfoinositida 1
(PDK1) i la diana de rapamicina en cél-lules de mamifer (nTOR) (Alessi et al.,
1997; Sarbassov et al., 2005) (Figura 13a). Quan hi ha limitacions de factors de
creixement o en situacions d’estrés oxidatiu FoxO pot ser fosforilat per diferents
proteines (JNK, MST1, AMPK) que permeten la seva entrada al nucli (Boccitto
i G. Kalb, 2011; Zhao, Wang i Zhu, 2011). Algunes de les modificacions
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transcripcionals produides en resposta a situacions d’estrés poden dominar
sobre I'efecte de Akt (Chaanine et al., 2012). Un cop en el nucli, FoxO pot
activar diferents gens diana que, entre altres funcions, inhibiran la funci6é de
mTOR produint un bucle de retroalimentacioé positiva (Puig et al., 2003; Jia,
Chen i Riddle, 2004) (Figura 13b).
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Figura 13. Regulacio de FoxO en diferents estats nutricionals.

a) Regulacio de FoxO en condicions d’alimentacié. En condicions d’alimentacio hi ha
activacio dels receptors d’insulina que permeten la fosforilacié d’PI3K. Gracies a aquesta
cinasa obtenim la transformacio de PIP2 a PIP3, que permetra I'activacio de la PDK1 i el
complex mTOR. Aquests dos complexes proteics finalment seran capagos de fosforilar
AKT que impedira I’entrada de FoxO al nucli.

b) Regulacié de FoxO en condicions de deju o estrés cel-lular. En estat de falta de
nutrients s’activen diferents vies de senyalitzacié derivades dels receptors d’insulina que
permeten la inhibicid6 de AKT. Aquests mateixos senyals també poden activar AMPK,
que afavoreix I'entrada de FoxO al nucli. En cas d’estrés oxidatiu s’activen les cinases
JNKi MST1 (Hpo), que permeten la fosforilacio selectiva de FoxO, tot provocant la seva
translocacio al nucli. Un cop al nucli, FoxO pot interaccionar amb el DNA i activar
diferents gens diana.

La identificacié dels gens diana de FoxO en les diferents espécies ha permés
entendre millor quines funcions regula aquest factor de transcripcié. Aquestes
analisis han relacionat la funcié de FoxO amb diversos processos cel-lulars com
apoptosis, progressio del cicle cel-lular, resisténcia a I’estrés oxidatiu, autofagia,
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metabolisme o diferenciacié (Van Der Vos i Coffer, 2011). En invertebrats,
concretament en C. elegans, I'estudi de FoxO ha estat centrat en I'estudi de la
longevitat a través de la resisténcia a I'estrés (Henderson i Johnson, 2001).
Analisis comparatius dels gens diana directes de FoxO han demostrat que la
seva implicacié en envelliment depén de mecanismes concrets de I'espécie tot
i mantenir un mecanisme comu de control a través de FoxO (Webb, Kundaje i
Brunet, 2016).

4.2.Control de la mort cel-lular

FoxO és un dels factors de transcripcié encarregats de la regulacié de
I’'apoptosi. ElI descobriment del rol de FoxO com a factor antitumoral va ser a
partir de I'observacié que en algunes formes de leucémies foxo es trobava
truncat per diferents translocacions cromosomiques impedint la seva funcié i
donat lloc a cancer en humans (Lovell, D’Cruz i Barr, 1994; Borkhardt et al.,
1997; Anderson et al., 1998). L’activacié d’aquest factor de transcripcié permet
la inhibicié de I'apoptosi, jugant un paper important en la progressié tumoral
(Seoane et al., 2004; Kikuno et al., 2007; Jagani, Singh i Khosravi-Far, 2008).

L’estudi dels gens diana de FoxO indiquen que el rol de FoxO en I'apoptosi es
produiria, com a minim parcialment, a través de Bcl-6. Bcl-6 és un repressor de
la transcripcid que pot ser activat per FoxO provocant la inhibicié de la
transcripcio génica de BCL-XL una proteina anti-apoptotica (Tang et al., 2002)
(Figura 14). Una altra possible via d’activacié de I'apoptosi és a través de la
regulacié directa de BIM; una proteina de la familia Bcl-2 encarregada de
I'alliberament del Citocrom C al citoplasma, iniciant el procés d’apoptosi (Gilley,
Coffer i Ham, 2003) (Figura 14). Finalment també s’ha descrit la implicacié de
FoxO en I'activacio de I'apoptosi a través de I'expressié de diferents lligands
activadors de FADD i TADD (Modur et al., 2002; Rokudai et al., 2002) (Figura
14).



Introduccio | 28

TNF Factors de

J{ creixement

Receptor
FAS

Receptor
d'insulina

|

Fas-ligand

P

Fox0

N

Caspase 9 \\/

o g
Apoptosis @

Receptor
TNF

l

Caspase 8

Figura 14. Regulacio de I'apoptosi a través de FoxO.

L’activaci6 de FoxO permet la induccié de l'apoptosi activant diferents lligands
relacionats amb la mort cel-lular, com sén TRAIL i Fas. A més a més, I'accié de FoxO
també potencia I'accié de TADD en I'activacio de I'apoptosi. Aixi mateix, de la interaccié
amb lligands de mort, FoxO també pot activar la mort cel-lular inhibint gens anti-
apoptotics de la familia Bcl i activant altres gens pro-apoptotics com Bim (Burgering i
Medema, 2003).

4.3.Longevitat

Un dels factors més estudiats de FoxO és la seva relacié amb la longevitat,
sobretot a C. elegans. La descripcié de daf-16, ’homoleg de FoxO a C. elegans,
es va fer en larves que creixien en condicions desfavorables i entraven en un
estat de quiescéncia anomenat dauer; mutacions en daf-16 impedien I'entrada
en aquest estat de quiescéncia (Albert, Brown i Riddle, 1981).Tot i que pugui
semblar paradoxal, el rol de daf-16 descrit en el desenvolupament de C.
elegans permet I'explicacio de 'augment de longevitat en adults (Li et al., 2019).
La hipotesi de la resposta a I’estrés (Johnson, Lithgow i Murakami, 1996) indica
que un augment de la longevitat esta relacionat amb un augment de la
resisténcia a I'estrés diari; és a dir I'envelliment és causa de 'acumulacié dels
estressos quotidians de la cél-lula. Seguint aquesta linia de pensament,
I'activacié de gens responsables de combatre I'estrés permetria revertir els
efectes del envelliment; la sobreexpressiéo de daf16 en C. elegans permet
duplicar I'esperanga de vida de I'animal (Lin et al., 1997). L’estudi d’aquests
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gens relacionats amb I'estrés han demostrat que la seva activacio esta
relacionada amb I'augment de la longevitat en C. elegans i en molts altres
organismes (Guarente i Kenyon, 2000; Accili i Arden, 2004).

Tan en vertebrats com en invertebrats la implicaciéo de FoxO en I'envelliment
esta relacionada amb la regulacié de I'estrés oxidatiu. Com ja s’ha descrit
anteriorment, I'acumulacié de ROS permet I'activacié de proteines de resposta
a estrés com JNK i MST, que permeten la translocacié de FoxO al nucli, com
es pot observar a la Figura 13b. Un cop al nucli, FoxO activa diferents enzims
encarregats de I'eliminacié de ROS, com la superoxid dismutasa mitocondrial
(SOD2) (Honda i Honda, 1999; Kops et al., 2002). A més de la desintoxicacio
de les espécies reactives del oxigen, FoxO activa Gadd45, una proteina que
permet reparar el dany al DNA (Kirkwood i Austad, 2000; Tran et al., 2002).
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5. Les técniques d’alt rendiment com a eina d’estudi
genomic

El major avang en la genética ha estat sens dubte la implementacié de les
técniques de sequlienciacié massiva. El pas de poder analitzar només gens o
mutacions concretes a tenir una visid6 complerta del funcionament dels
genomes i els transcriptomes ha suposat una gran revolucié. No només el camp
de la genetica s’ha vist alterat per aquests avencgos, siné que la disponibilitat
d’informacié gendmica i transcriptomica, rapida i barata, ha permés el
desenvolupament de disciplines que semblaven només possibles en pel-licules
de ciéncia ficcio, com la medicina persénalitzada o la transgénesi. L’evolucié
de les técniques de sequenciacié massiva i de I'estudi gendmic és un camp en
expansié que seguira millorant el coneixement que tenim de com es regulen
els organismes i sera una eina indispensable en totes les ciéncies de la vida.

5.1.La seqiienciacié massiva

El primer mecanisme de seqiienciacio va ser proposat per Sanger al 1975 va
ser el més utilitzat durant gairebé una década (Sanger i Coulson, 1975; Sanger,
Nicklen i Coulson, 1977). Aquest métode estava basat en la unié de nucledtids
de terminacioé marcats a I’extrem 3’-OH que permetien determinar quina era la
base final del fragment de DNA. Aquest sistema es va anar millorant establint
millors marcatges, de radioactius a florescents, automatitzant el procés i
desenvolupant programaris per tal de poder analitzar les dades obtingudes
(Figura 15). Tot i no ser mecanismes de seqiienciacié massiva no es pot passar
per alt la seva importancia a I’hora d’establir les bases pels futurs metodes.
Gracies a aquest metode de seqiienciacio es va poder sequienciar per primer
cop el genoma huma en un projecte public que va unir diversos paisos i es va
allargar més de 10 anys.

La primera versi6 sequienciada del genoma huma utilitzant el métode de Sanger
es va elaborar en més d’'una década i va ser una gran fita historica (Lander et
al., 2001). Perd actualment podem seqlienciar aquest genoma en menys d’un
dia gracies a les técniques de seqlenciacié de la seglent generacié (Next
Generation Sequencing o NGS). S’ha anomenat NGS a totes aquelles
técniques que han esdevingut després de Sanger i permeten la sequenciacié
massiva de dades genétiques. Aquetes técniques es divideixen en generacions
depenent del moment en el que es van desenvolupar. Els métodes de
seqlenciacié de la segona generacié es caracteritzen per no intervenir en la
identitat del nucleotid terminant la seqienciacio, sind que es basen en la
quantificacié per florescéncia de la sintesis d’una nova cadena de DNA (Nyrén
i Lundin, 1985). A més a més, en aquesta generacié s’incorpora la seqlienciacio
parallela que es basa en la separacid espacial d’'una plantila de DNA
amplificada de forma clonal o una sola molécula de DNA en un flowcell
(Margulies et al., 2005; Fedurco et al., 2006) (Figura 15). En aquesta generacio
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destaca el metode de piroseqlienciacié 454 i I'aparicié del métode Solexa de
lllumina. Actualment la tecnologia de lllumina és una de les més utilitzades.

La tercera generacio és la puntera i es defineix per ser capag de sequienciar
molécules completes de material genétic sense la necessitat d’amplificacio de
DNA i a temps real. L’eliminacié d’amplificacio redueix els errors induits per la
polimerasa i permet una millor quantificacié dels transcrits de DNA. Aquesta
generacié esta dominada per la tecnologia desenvolupada per Pacific
Biosciences (PacBio) i Oxford Nanopore Technologies (ONT) (Xiao i Zhou,
2020). La tecnologia de PacBio es basa en la sequenciacié completa d’'una sola
molécula de DNA a través d’una polimerasa localitzada en el fons d’'un porus
on hi ha un detector de florescéncia que detecta els canvis en la incorporacio
de cada nucledtid. La tecnologia de ONT és la primera en no utilitzar un métode
basat en la polimerasa sin6 que detecta canvis eléctrics produits per la cadena
de DNA a través dels porus del flowcell (Figura 15). Ambdues técniques tenen
la capacitat de detectar modificacions en el DNA, una caracteristica que no era
possible amb els sistemes de NGS de la segona generacio (Kelleher et al.,
2018; Liu et al., 2019).

Primera generacié Segona generacio —  Tercera generacio
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Figura 15. Evolucié dels métodes de seqiienciacio al llarg del temps.
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Les técniques de seqlienciacié de primera generacid es basaven en determinar la
seqliéncia del material genétic a partir del marcatge d’un nucleotid terminal. A la imatge
podem veure una representacio del metode de Sanger acoblat a un capillar que permet
I'automatitzacié del procés.

La segona generacié de NGS determina la seqiéncia a partir de sintesi. A la imatge
podem veure el sistema de SOLEXA que es basa en la sintesis en plaques on hi ha
unides adaptadors especifics.

La tercera generacié permet seqlienciar molécules de llargada completa. A la imatge
podem observar el funcionament de la sequenciacio utilitat ONT que es basa en la
deteccio de canvis eléctrics.

5.2.Marc actual de la genomica en planaries

La implementacié de les técniques de seqiienciacié massiva va suposar un
canvi de paradigma en I'estudi en planaries; es va passar d’estudis a nivell d’'un
sol gen a poder tenir una visi6 més general dels canvis génics produits en
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aquest I'organisme. La impossibilitat de poder realitzar transgenics en planaries
va suposar durant molt temps un impediment important en I'Us d’aquest model,
pero l'aparicio de les técniques de NGS van permetre posar les planaries en
’avantguarda dels estudis de regeneracio i remodelacio tissular. Des de la
implementaci6 de les técniques d’alt rendiment s’han anat obtenint diferents
transcriptomes de S. mediterranea; actualment es disposa de diversos
assemblatges de novo del transcriptoma (Abril et al., 2010; Blythe et al., 2010;
Adamidi et al., 2011; Sandmann et al., 2011; Labbé et al., 2012; Resch et al.,
2012; Kao, Felix i Aboobaker, 2013; Brandl et al., 2016; Clark et al., 2016). Per
tal de poder agrupar tota aquesta informacio, al 2019 es va generar un nou
conjunt de dades, combinant la informacié dels transcriptomes anteriors amb
les dades genomiques publicades (Grohme et al., 2018) i donant lloc a un
transcriptoma que és I'utilitzat actualment com a referéncia (Rozanski et al.,
2019). L’obtencié del genoma i transcriptomes d’alta qualitat en planaries va
permetre I'obtencid i analisi de dades d’alt rendiment, com lanalisi de
I'expressié génica (RNA-seq) o d’accessibilitat de la cromatina (ATAC-seq o
ChIP-seq) que es troben disponibles per a la comunitat (Castillo-Lara i Abril,
2018; Castillo-Lara, Pascual-Carreras i Abril, 2019; Rozanski et al., 2019; E.
Pascual-Carreras et al., 2020).

Tot i els avangos realitzats tant a nivell de transcriptomica com de genomica, el
genoma actual de S. mediterranea segueix dividit en 481 scafolds (Grohme et
al., 2018). El motiu principal és que les técniques utilitzades per a la
sequenciacié del genoma estan basades en la utilitzacié de polimerases. La
darrera versio publicada del genoma de planaries va ser seqlienciada utilitzant
PacBio (Grohme et al, 2018). Aquesta tecnologia va permetre obtenir
seqliiencies llargues (10-15kb), millorant la qualitat respecte de genomes
anteriors. Pero, tot i aixd, PacBio és una tecnologia que ha reportat dificultats
en la seqlienciacio de zones riques en A-T (Ross et al., 2013; Lang et al., 2021).
En planaries s’ha demostrat que hi ha una gran preséncia de zones riques en
homopolimers A-T. Aquestes bases suposen aproximadament un 70% del
contingut nucleotidic del genoma (Grohme et al., 2018), fet que podria ser el
causant de seguir tenint zones amb falta de resolucié.

Les dades de transcriptomica s’han obtingut principalment amb metodologies
basades amb lllumina. La seqlenciacié per Illlumina és la més assentada a
causa de la seva maduresa com a tecnologia i la seva amplia gama de
plataformes. Tot i el seu gran potencial, lllumina presenta dos inconvenients
principals quan s’aplica a les planaries. Primer, cal tenir en compte que és un
métode de sequenciacio basat en fragments curts, obtenint reads amb una
llargada maxima de 150 pb. En el cas de les planaries, on es té un genoma
fragmentat, la reconstruccio dels transcrits a partir de reads curts podria donar
lloc a errors d’assemblatge. En segon terme, aquest métode esta basat en
polimerases i, per tant, pot introduir errors en preséncia d’homopolimers i
regions de baixa complexitat, especialment en zones riques en A-T o G-C
(Dohm et al., 2008; Harismendy et al., 2009; Nakamura et al., 2011). Unint
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aquests dos factors, la principal mancancga dels transcriptomes actuals és la
resolucié a nivell d’isoformes. En planaries, com en d’altres models, s’ha
demostrat que canvis a nivells d’isoformes s6n determinants pel correcte
funcionament de les cél-lules, i més concretament dels neoblasts (Solana et al.,
2016). Tanmateix, no s’ha fet cap estudi per determinar les diferents isoformes
de splicing presents en el transcriptoma de S. mediterranea.



Objectius

En aquesta tesis hi un objectiu principal que és I'estudi del rol de les
mitocondries en el manteniment de la homeostasi en planaries.

Per tal de poder complir aquest objectiu principal es plategen tres objectius
especifics:

- Determinar si la regulacié de la funcié mitocondrial és un factor clau de
la via Hippo.

- Caracteritzacio funcional de foxo i la seva implicacido en la funcié
mitocondrial en planaries.

- Establir el métode de seqienciacido d’Oxford Nanopore Technologies
per obtenir nous transcrits en planaries.



Resultats

1. Implicacié de les mitocondries en el
funcionament de la via Hippo en planaries

1.1. Analisis transcripcionals de les dianes de la via Hippo

Els primers estudis sobre la funcié de la via Hippo en planaries varen aportar
informacié sobre la seva relacié amb el desti cel-lular i efectes en la pérdua del
balang cel-lular (de Sousa et al., 2018), perd el mecanisme de funcionament de
la via encara no es coneix completament. Una de les majors incognites és poder
entendre quins son els efectors de la via i com donen lloc a la pérdua de la
homeostasi cel-lular. Per tal de poder tenir una visié global del funcionament de
la via hem analitzat dades de transcriptomica derivades de la inhibicié de gens
claus de la via. Per fer-ho comparem els gens desregulats després d’inhibir hpo
i yki, dos dels efectors principals de la via. Es comptava amb un conjunt de
dades ja publicat en el qual s’inhibia hpo durant 1 setmana i 3 setmanes (de
Sousa et al., 2018). També es disposava d’un altre conjunt dades en el qual
s’inhibia yki durant 1 setmana (pendent de publicacio). Tenint en compte que
el funcionament d’aquests dos gens és oposat, ja que a I'activar Hpo s’impedeix
la entrada de Yki al nucli, vam seleccionar els gens que estan regulats a I'alta
en hpo RNAIs i a la baixa en yki RNAIs, i viceversa (Figura 16). Els resultats de
la comparacié ens aporten un conjunt de possibles gens diana de la via
(Apéndix 1). En la comparacié hpo RNAIi 1 setmana i yki RNAi 1 setmana només
trobem 5 gens que passin les restriccions imposades en aquesta analisi, i els
identifiquem com els primers gens a respondre a canvis en I'activitat de la via.
Aquests gens son: cecr5, tdh, b3galt5, sic12a9, ece2.
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Figura 16. Analisis dels gens diana de la via Hippo.

a) Representacié simplificada del funcionament dels principals elements de la via
Hippo. Quan la via Hippo és activada per diferents estimuls s’activa una cascada de
fosforilacid que acaba impedint I’entrada de Yki al nucli i la seva posterior degradacié.
Quan els senyals externs impedeixen la funcié de Hippo, Yki pot entrar al nucli i activar
els gens diana de la via.

b) Esquema del analisi dels gens diana. Per tal de determinar els gens diana de la via
Hippo es varen comparar els gens diferencialment expressats entre els animals hpo
RNAI i els animals yki RNAI. Els gens amb una sola ronda o setmana de inhibicié sén
aquells importants per a les transformacions més primerenques de la via mentre que els
gens obtinguts a partir d’animals hpo RNAI de tres setmanes son els que tenen un efecte
més tarda en el fenotip.

L’analisi d’ontologia génica (GO) d’aquests gens de resposta rapida de la via,
derivats de la comparacié a una setmana (Apéndix 2) ens indica que el terme
de GO relacionat amb component cellular que més destaca és el de
mitocondria (Figura 17b). En el cas del procés biologic destaquen diversos
processos metabdlics i biosintétics (Figura 17c).
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Figura 17. Analisis dels gens diana de la via Hippo.

a) GO de component cel-lular. Representacio de I'enriquiment dels termes de GO de
component cel-lular significatius en I'analisi dels gens diferencialment expressats
després d’una setmana de inhibicié de yki i hpo.

b) GO de procés biologic. Representacié de I'enriquiment dels termes de GO de
procés biologic significatius en I'analisi dels gens diferencialment expressats després
d’una setmana de inhibicié de yki i hpo.
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Aquests resultats evidencien que la mitocondria i el metabolisme es veuen
afectats en els estadis primerencs després de la inhibicié de la via Hippo (1
setmana de inhibicid). Cal tenir en compte que en aquest moment els animals
encara no presenten cap fenotip aparent (de Sousa et al., 2018).

1.2.Estudi funcional de gens diana de la via Hippo

Les analisis anteriors apunten a qué les mitocondries podrien tenir un paper
fonamental en la funcié de la via Hippo. Per tal de poder esclarir el rol de les
mitocondries es varen seleccionar diversos gens candidats desregulats quan
hippo o yki es troben inhibits per tal d’analitzar la seva funcié a les planaries.
Els gens seleccionats son L-Treonina Deshidrogenasa (tdh), Cat Eye Syndrome
Chromosome Region, Candidate 5 (cecr5) i Branched Chain Keto Acid
Dehydrogenase (bck). Els dos primers gens corresponen a gens que es troben
inhibits a primera ronda després de la inhibicié de hippo, i bck es troba
desregulat a tercera ronda. Els tres gens es varen escollit perqué tenen
funcions metaboliques a la mitocondria (Aoyama i Motokawa, 1981; Footz et al.,
2001; Quental et al., 2008). En el cas de tdh i bck es tracta de gens implicats
en el metabolisme d’aminoacids (Aoyama i Motokawa, 1981; Quental et al.,
2008). La funcié de cecr5 no esta completament descrita perd es sap que
compleix una funcio a la mitocondria, que te un domini hidrolasa i que defectes
en aquest gen s’han relacionat amb la sindrome del ull de gat (Footz et al.,
2001).

Després de tres setmanes d’inhibicid per RNAIi els animals injectats amb
cadascun dels tres gens candidats presenten zones despigmentades en
diferents parts del cos. En al cas dels animals bck RNAI, un petit percentatge
també presenten sobrecreixements (Figura 18a). Aquests fenotips sén els
mateixos que els préviament observats en animals hpo RNAi (de Sousa et al.,
2018). Per analitzar en major profunditat el fenotip es va fer un marcatge del
sistema nerviés amb un anticos, l'anti-Sinapsina. El resultat és que en els
animals RNAI de tots els gens candidats, en major o menor mesura, es poden
observar pertorbacions dels cordons nerviosos o el cervell (Figura 18b). Un
fenotip similar també va ser observat en animals hpo RNAIi, amb la interrupcié
dels cordons nerviosos i el cervell, que ha estat interpretat com la impossibilitat
d’aquests animals de mantenir els teixits diferenciats (de Sousa et al., 2018).
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Figura 18. Fenotip dels gens candidats després de la seva inhibicié.

a) Fenotip observat in vivo després de la inhibicié dels gens candidats. Puntes de
fletxa blanques indiquen zones despigmentades o sobrecreixements.

b) Marcatge del sistema nervids. Observacio del sistema nervids a través del marcatge
de Sinapsina després de la inhibicié dels diferents gens candidats Les puntes de fletxa
blaves indiquen deficiéncies o interrupcions en el cervell o en els cordons nerviosos.

Anteriors estudis varen demostrar que després de la inhibicié de hpo es veia
afectat el balang cellular, ja que augmenten les mitosi i disminueix I'apoptosi
(de Sousa et al., 2018). Per tal de poder comprovar si els gens candidats també
presentaven aquests desajusts es van comprovar els nivells de proliferacié i de
mort cel-lular. Es va mesurar la quantitat de cél-lules en fase M en cada condicio
utilitzat un anticos anti-H3P (Histona 3 fosforilada a la Serina 10). El resultat va
ser que després de la seva inhibicié tant cecr5 com bck presenten un augment
de les cellules en mitosi, similar a I'observat en animals hpo RNAi. Aquest
augment de la proliferacié no ocorre en el cas de fdh (Figura 19a). Mirant la
mort cel-lular ocorre un fet similar. La disminucié de I'apoptosi es només visible
en bck i cecr5 (Figura 19b). Per tal de descartar que hi hagués un augment de
mida a causa d’un desajust del balang cel-lular es varen mesurar els animals
després de cada ronda d’injeccio. El animals RNAI dels gens candidats no varen
variar la seva mida durant I'experiment, tal i com passa en els animals hpo RNAI
(Figura 19c).
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Figura 19. Canvis en el balan¢ cel-lular després de la inhibici6 dels gens

candidats.

a) Marcatge de les cél-lules en mitosi. Quantificacié de cél-lules HsP* durant les tres
setmanes, o rondes, experimentals
b) Mort cel-lular determinada per la quantificacié de I'activitat de la Caspasa 3.
Quantificacio de I'activitat Caspasa 3 normalitzada per la quantitat de proteina del

animal.

c) Canvis en la mida de les planaries. Area dels animals quantificada després de la
finalitzacié de cada una de les rondes de injeccié.
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Els gens candidats seccionats amb una funcié a la mitocondria produeixen el
mateix fenotip que hpo després de la seva inhibicio. Dos d’aquests gens (bck i
cecrb) també pressenten alteracions del balang cel-lular, el qué és compatible
amb la hipodtesis de que el fenotip dels animals hpo RNA. té relacié amb la funcié
mitocondrial.

1.3.Estructura de les mitocondries després de la inhibicio de
hpo

Tant les analisis transcriptomiques inicials com les analisis funcionals dels
candidats ens indiquen que la funcié mitocondrial podria desenvolupar un rol
rellevant en el desenvolupament del fenotip observat després de la inhibicié de
hpo. La mitocondria és un organul determinant pel funcionament cel-lular, i
canvis en la seva estructura poden significar canvis en la homeostasi de la
cél-lula. Per aquest motiu, I'estudi de la ultraestructura mitocondrial és un bon
indicador dels canvis en la seva funcio.

Per a I'observacié de I'estructura mitocondrial en aquests estudi s’utilitzaran
dues técniques diferents: la microscopia electronica de transmissid
(transmission electron microscopy o TEM) i la microscopia electronica de
rastreig de cara en série (serial block-face scanning electron microscopy o
SBFSEM).

Després de la inhibicid de hpo durant tres rondes la ultraestructura de les
mitocondries va ser analitzada utilitzant TEM. En aquest estudi es varen poder
observar que moltes estructures cel-lulars perdien la seva organitzacio després
de la inhibicié de hpo. Per tal de poder trobar estructures comparables entre
condicions experimentals es va decidir estudiar la zona subepidérmica, que és
facilment identificable. En aquesta zona les estructures principals com puguin
ser la lamina basal o la musculatura circular es troben pobrament mantingudes
perd facilment identificables (Figura 20a). Per tal d’entendre els possibles
canvis en l'estructura mitocondrial en aquest estudi es centra en les
mitocondries associades a la musculatura circular, la més externa de la planaria
(Figura 20a, fletxes).

Utilitzant TEM es van obtenir imatges de les zones subepidérmiques de al
menys dos animals per condicié. Per a cada mitocondria es va calcular 'area i
el perimetre. El resultat d’aquesta quantificacio indica que després d’inhibir hpo
les mitocondries presenten una major area i major perimetre (Figura 20b-c).
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Figura 20. Mida de les mitocondries en imatges de TEM.

a) Imatges de TEM de la zona subepidérmica. Els asteriscs verds indiquen la
membrana basal, els asteriscs blaus la musculatura circular; les puntes de fletxes
taronges senyalen les mitocondries. Barra d’escala 500nm.

b) Area calculada per les mitocondries de les imatges de TEM. Area calculada a
partir de les imatges de TEM utilitzant 7i71.

c) Perimetre calculat per les mitocondries de les imatges de TEM. Perimetre calculat
a partir de les imatges de TEM utilitzant Fi 1.

Els estudis en TEM ens permeten observar I'estructura mitocondrial en dues
dimensions perd perdem informacié sobre el volum total de I'organul. Per tal
de poder fer un estudi en tres dimensions es va optar per utilitzar una nova
técnica de microscopia que permetés reconstruir I'estructura 3D de les
mitocondries, la SBFSEM. Amb Aquesta técnica s’obtenen imatges
consecutives que permeten la reconstruccid en tres dimensions de les
estructures cel-lulars. Per fer aquestes reconstruccions es perfila manualment
cada una de les estructures desitjades per tal de després poder integrar tots
aquests plans en una estructura en tres dimensions (Figura 21a i Apéndix 3).
Les reconstruccions d’aquesta analisi inclouen les estructures
subepidérmiques i les mitocondries associades a la musculatura circular. A
partir de les reconstruccions obtingudes es pot calcular la superficie i el volum
de les mitocondries. El que demostren aquests calculs és que després de la
inhibicié de hpo hi ha un augment tant del volum com de la superficie de les
mitocondries (Figura 21b-c).
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Figura 21. Mida de les mitocondries en les reconstruccions 3D.

a) Procediment per a la reconstruccié en 3D de les mitocondries i les estructures
adjacents. Esquema del procés de reconstruccié utilitzant 3Dmod a partir de les
imatges de SBFSEM. En blau la musculatura circular; en verd la lamina basal; en vermell
les mitocondries.

b) Volum de les mitocondries reconstruides a partir de les imatges de SBFSEM.
Valors calculats a partir de les dades del programa 3Dmod.

c) Superficie de les mitocondries reconstruides a partir de les imatges de SBFSEM.
Valors calculats a partir de les dades del programa 3Dmod.

Els resultats de les analisis utilitzant TEM i SBFSEM conclouen que les
mitocondries augmenten la seva mida després de la inhibicié de hpo.

Les técniques de microscopia ens permeten afirmar que hi ha un augment en
la mida de les mitocondries, perd no sabem si aquest canvi de mida va associat
a un canvi en la forma de les mitocondries. Seria possible que I'augment de
mida no impliqués un canvi en la forma de la mitocondria, creant mitocondries
més inflades. Una altra hipotesis es que la forma de les mitocondries després
de la inhibicié de hpo sigui diferent a la observada en controls, donant lloc a
mitocondries més allargades. Per tal d’esbrinar quina hipotesis és certa es va
mirar la forma de les mitocondries.

Utilitzant TEM podem determinar la forma de la mitocondria utilitzant dos
parametres: la circularitat (Circ.) i la relacio d’aspecte (AR). La circularitat és la
relacido entre l'area i el perimetre, que indica com de propera a una
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circumferéncia es la forma de la mitocondria; valors propers a 1 indiquen major
circularitat. La relacié d’aspecte és la rad entre I'axis major de la mitocondria i
el menor. Com major és el valor d’aquest index més elongada és la mitocondria.
Després de la inhibicio de hpo s’observa que la circularitat €s menor, indicant
que les mitocondries canvien la seva forma allunyant-se més d’una
circumferéncia que els controls (Figura 22a). En el cas de la relacié d’aspecte
podem observar que els animals hpo RNAI presenten una rad major, indicant
que les mitocondries en aquesta condicié experimental son més allargades
(Figura 22b). Ambdés resultats indiquen que la hipotesi correcta és la segona:
que en el animals hpo RNAI les mitocondries pateixen un canvi de forma i sén
més allargades.
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1.5 E 25+ il

0.03195 0.009382
20+
N . . |

—_ i 54

1.0+

circularity
ratio

0.0

gip RNAI hpo RNA o RNAI hpo RNA

Circ. = 4m— AR= ——

Figura 22. Estructura de les mitocondries observades per TEM.

a) Circularitat de les mitocondries. Calcul de la circularitat a partir de I'area i el
perimetre de les mitocondries en animals hpo RNAI i controls observades per TEM.

b) Relacié d’aspecte de les mitocondries. Proporcio entre I’eix major i menor de les
mitocondries en animals hpo RNAI i controls observades per TEM.

En el cas de les reconstruccions tridimensionals fetes a partir de les imatges
de SBFSEM podem calcular com s’assimilen a una esfera les reconstruccions
obtingudes, és a dir la seva esfericitat. Per poder calcular aquest parametre es
fa el quocient del volum de la reconstruccié amb el suposat volum de I'esfera
obtingut a partir del radi de la reconstruccié (Figura 23a). Quan la circularitat
sigui propera a 1 indicara que les mitocondries soén similars a una esfera, en
canvi, un resultat major que 1 indica que la mitocondria és major que una
esfera. El calcul de la esfericitat en les reconstruccions apunta a qué les
mitocondries dels animals hpo RNAi sén més diferents a una esfera que les
control (Figura 23b). La diferéncia de forma de les mitocondries després de la
inhibicié de hpo és pot observar a les reconstruccions, donant suport als calculs
d’esfericitat (Figura 23c i Apéndix 3)
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Figura 23. Forma de les mitocondries reconstruides a partir de les imatges de
SBFSEM.

a) Esquema de I'estrategia utilitzada per calcular I’esfericitat de les mitocondries.
Es divideix el volum obtingut a partir de les reconstruccions 3D amb el volum
I’'aproximacio a una esfera d’aquesta mitocondria.

b) Esfericitat de les mitocondries. Calcul de I'esfericitat utilitzant la relacié descrita
anteriorment.

c) Reconstruccions de les mitocondries en gfp RNAi i hpo RNAI. Imatge de la
reconstruccio de les mitocondries on es pot apreciar les diferéncies de forma de les
mitocondries.

Analitzant les imatges en dues dimensions i en tres dimensions podem
concloure que les mitocondries dels animals hpo RNAi son més allargades.
Unes mitocondries més grans podrien ser a causa de qué les mitocondries
estiguessin inflades perd aquesta hipdtesis queda eliminada a I'’haver
comprovat que aquestes canvien de mida. El resultats obtinguts demostren que
en els animals hpo RNAI les mitocondries estan més fusionades.

1.4.Capacitat bioenergética mitocondrial després de la
inhibicié de hpo

La forma de les mitocondries té implicacions en la seva funcio cel-lular, com

per exemple canvis en la eficiéncia bioenergética, o capacitat metabolica. Les

imatges de TEM poden ajudar a extrapolar aquesta capacitat energética de les

mitocondries observant les crestes mitocondrials (Figura 24a). El coeficient
d’eficiéncia energética a la mitocondria (CEEM) permet determinar la capacitat
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bioenergética a través de I'estructura de la mitocondria i de les seves crestes.
Com més gran és el valor d’aquest index major sera la capacitat bioenergética
de la mitocondria. Utilitzant les imatges obtingudes per TEM es va calcular la
quantitat de crestes i I'area de les mitocondries per tal d’obtenir el CEEM. Els
resultats d’aquest calcul es poden observar a la Figura 24b. Aquest analisis
conclou que després de la inhibicié de hpo hi ha un augment de la capacitat
bioenergética de les mitocondries.

Per tal de determinar amb una altra aproximacié la capacitat bioenergética de
les mitocondries també es va decidir utilitzar un marcador molecular. Per fer-
ho es va voler determinar els nivells proteics de la Citrat sintasa (CS) com a
marcador d’activitat metabdlica. Aquest enzim és un enzim clau en I’entrada
del cicle de Krebs, per tant és un bon marcador per a determinar la capacitat
bioenergética de I'organisme (Wiegand i Remington, 1986). Emprant la técnica
de Westen blot es va poder determinar que els nivells de CS en animals hpo
RNAI és major que en els controls, reafirmant la hipotesis d’'una major capacitat
bioenergeética després de la inhibicioé de hpo (Figura 24c).

Tant el calcul del CEEM utilitzant imatges de TEM com els nivells de CS
indiquen que les mitocondries més allargades o fusionades del animals hpo
RNAI tenen una major capacitat bioenergética.
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Figura 24. Capacitat energética de les mitocondries després de la inhibicio de
hpo.

a) Eficiéncia bioenergética calculada a partir de les imatges de TEM. Determinacio
de la CEEM a partir de I'area i el nombre de crestes de les mitocondries observades a
les imatges de TEM.

b) Nivells proteics de Citrat sintasa. Quantificacid dels nivells de la proteina citrat
sintasa per Western Blot. S’utilitza la quantificacié de Histona 3 com a control de carrega
i per a normalitzar.
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2. Caracteritzacié de foxo i la seva implicacié en la
homeastasi cel-lular en planaries

2.1. Analisi funcional de foxo

Nous analisis de la familia génica Fox (Forkhead box) han permeés discernir
noves families genétiques que es desconeixien en S. mediterranea (Pascual-
Carreras et al., 2021) (Article 1). Una d’aquestes families és la familia génica
FoxO, que en planaries només consta d’un sol gen. Com la resta de Fox, foxo
codifica per a un factor de transcripcié capac de regular la funcié génica.
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Figura 25. Regulacio de FoxO a través de I’estat nutricional.

a) Esquema del mecanisme de regulacié de FoxO a través de AKT en resposta a
canvis nutricionals. En presencia de nutrients hi ha activacio dels receptors d’insulina
que permeten I'activacié d’AKT, que al seu torn, fosforila FoxO impedint la seva entrada
la nucli. Quan AKT no esta activat per senyals nutricionals FoxO pot translocar-se al
nucli i activar els gens diana.

b) Nivells de foxo en diferents condicions nutricionals. Quantificacio per gPCR dels
nivells del mMRNA de foxo en animals desdejunats i animals alimentats.

c) Nivells de foxo en animals RNAi en condicions de deju. Quantificacio per gPCR
dels nivells del mRNA de foxo en animals desdejunats injectats durant dues setmanes
amb gfp RNAI o foxo RNAI.
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En diversos animals model s’ha demostrat que la funcié de foxo es troba
estretament regulada pels nivells nutricionals a través d’AKT. Quan I'animal té
disponibilitat de nutrients, AKT inhibeix la funcié de FoxO impedint que es
localitzi al nucli; en canvi en situacié de deju AKT es troba inhibida i FoxO pot
translocar-se al nucli i activar els gens diana (Figura 25a). Per tal de comprovar
si els estats nutricionals també tenen un efecte en els nivells de FoxO en
planaries, es van analitzar per qPCR els nivells de RNA de foxo en animals
alimentats i en deju. El resultat indica que efectivament en presencia de
nutrients foxo és troba inhibit (Figura 25b). Com a conseqiiéncia d’aquest
mecanisme tots els estudis funcionals de foxo es realitzaren en animals en deju
on s’ha comprovat que la inhibicié del gen per RNAI és efectiva (Figura 25c).

La majoria dels gens de la familia Fox estudiats en planaries produeixen un
fenotip molt fort quan s’inhibeixen en animals regenerants, el que fa
especialment interessant I’estudi de FoxO en aquesta condicié. La inhibicié de
foxo durant dues setmanes amb amputacid anterior indica que els animals no
son capacos de regenerar correctament les estructures. Es pot observar que
11 dies després de I'amputacid, els animals foxo RNAi no son capagos de
regenerar correctament el cap. Si ens fixem en el sistema nervidés podem veure
que aquests animals no han pogut regenerar el cervell (Figura 26a). Tot i que
els animals presenten deficiéncies en la regeneraciéo no hi ha canvis en la
quantitat de cél-lules en fase M durant els pics mitotics ni a 11 dies després de
I’'amputacio (Figura 26b).
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Figura 26. Fenotip dels animals foxo RNAi en regeneracio.

a) Fenotip del animals 11 dies després de "'amputacio. Al panell superior animals in
vivo. En el panell inferior marcatge del sistema nervios (Sinapsina) i optic (VC1). Els
animals varen sotmetre’s a dues rondes d’injeccié. Barra d’escala de 1Tmm.

b) Marcatge de les cél-lules en mitosi. Quantificacio de cél-lules HsP+ a diferents punts
temporals després de dues rondes d’injeccié.

En altres animals model s’ha establert foxo com un gen important en la
regulacié de la longevitat. Aquests resultats fan interessant I'estudi de la
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inhibicié de foxo en planaries intactes, que només has de regular la renovacio
tissular. L’estudi funcional en animals intactes indica que en planaries foxo RNAi
hi ha una pérdua d’estructures principals, com per exemple els ulls, a més de
I'aparicié de zones despigmentades (Figura 27a). El fenotip observat in vivo
recorda al fenotip que apareix en animals hpo RNAI. Si observem el sistema
nervids és pot veure que hi ha interrupcions en el cervell o en els cordons
nerviosos d’alguns animals (Figura 27a). Altres estructures de la planaria també
es veuen afectades, com per exemple la faringe. En animals on foxo ha estat
inhibit hi ha una disminucié significativa de la mida de la faringe i aquesta perd
la estructura (Figura 27b).
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Figura 27. Fenotip dels animals intactes després de la inhibicié de foxo.

a) Fenotip del animals foxo RNAi després de dues setmanes d’injeccié. Al panell
superior animals in vivo. En el panell inferior marcatge del sistema nervios (Sinapsina) i
optic (VC1). Barra d’escala de 1 mm.

b) Mida de la faringe. En el panell superior observacié de la faringe a través del
marcatge dels nuclis cellulars amb DAPI. Barra d’escala 1mm. Al panell inferior
proporcio de I'area de la faringe en comparacio de I'area total del animal.

Les analisis funcionals realitzades tant en animals regenerats com intactes
indiquen que després de la inhibicié de foxo els animals presenten defectes en
estructures importants de la planaria com el sistema nerviés o la faringe, i que
aquests defectes recorden molt el fenotip observat després d’inhibir hpo.

2.2.Estudi de la proliferacio i la mort cel-lular després de la
inhibicié de foxo

Com hem vist, la inhibicié de foxo en animals intactes dona lloc a defectes en

estructures importants de la planaria, que sembla que no puguin mantenir

I’estat diferenciat. Aquests trets distintius sén iguals als observats després de
la inhibicié de hpo, on s’han demostrat desequilibris en el balang cel-lular (de



Resultats | 50

Sousa et al., 2018). Per aquest motiu és interessant I’estudi de la proliferacio i
la mort en animals foxo RNA..
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Figura 28. Canvis en la mort cel-lular després de la inhibicié de foxo.

a) Quantificacio de la mort per I’activitat de la Caspasa 3. Quantificacié de I'activitat
Caspasa 3 normalitzada per la quantitat de proteina de I'animal.

b) Quantificacié de la mort pels nivells de bak. Quantificacié dels nivells de gen pro-
apoptotic bak per gPCR.

¢) Quantificacié de la mort per marcatge de ceéel-lules TUNEL*. Al panell esquerre,
quantificacié de les cél-lules TUNEL* normalitzada per I'area total de la planaria. Al panell
dret, imatges d’una seccio transversal de la planaria marcada amb TUNEL en animals
gfo RNAI i foxo RNAI. Barra d’escala 100 ym.

Per poder entendre si hi ha un desajust en el balang cel-lular es va estudiar la
mort en animals intactes utilitzant diferents aproximacions. L’estudi de I'activitat
de Caspasa 3 permet determinar la mort després d’'una i dues rondes
d’inhibicié. Aquest resultat ens indica que hi ha un augment de la mort després
de la primera setmana de tractament perd que acaba disminuint fins a valors
inferiors al control (Figura 28a). Per tal de poder corroborar aquest resultat es
van determinar els nivells de bak un gen implicat en I'apoptosi (Westphal, Kluck
i Dewson, 2014). Es pot observar que es repeteixen els resultats obtinguts per
Caspasa 3 en dues rondes (Figura 28b). Finalment es comprova mitjangant
TUNEL, que també permet quantificar cél-lules en apoptosi, sobre talls de
parafina la quantitat de cél-lules marcades en animals inhibits durant dues
setmanes. Els resultats també indiquen una clara disminucié de la mort en
animals foxo RNAi (Figura 28c).
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Sabent que hi ha canvis en la regulacié de 'apoptosi en animals foxo RNAI és
interessant mirar canvis en la proliferacié. La quantificacio de la quantitat HsP
en animals on foxo ha estat inhibit demostra que no hi ha augment de
proliferacio (Figura 29a). Sabent que hi ha canvis en la regulacié de la mort
perd no de la proliferacid es va quantificar la mida dels animals i es va
demostrar que no hi ha variacié en I'area de les planaries durant les dues
rondes de inhibici6 (Figura 29b).
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Figura 29. Canvis en proliferacio i mida cel-lular després de la inhibicié de foxo.

a) Marcatge de les cél-lules en mitosi. Quantificacié de cel-lules HsP* durant les dues
setmanes, o rondes, experimentals.

b) Mida de les planaries. Area dels animals quantificada després de la finalitzacié de
cada una de les rondes de injeccio.

S’ha comprovat que en planaries on foxo es troba inhibit hi ha un augment de
la mort, perd que aquest no va associat a canvis en proliferacio, i que es manté
la mida de les planaries durant tot I'experiment. Per tal de poder estimar si hi
ha un augment del nombre de cél-lules, s’estudia I'epidermis de la planaria.
L’epidermis és una monocapa cel-lular organitzada que permet facilment
comptar el nombre de cél-lules presents. Es pot observar que després de la
inhibici6 de foxo hi ha un augment de la densitat cel-lular a més d’una
desorganitzacié visible la monocapa (Figura 30a). La quantificacié del nombre
de céllules per unitat d’area indica que hi ha un augment de cél-lules
epidérmiques en animals foxo RNAi (Figura 30b).
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Figura 30. Densitat cel-lular de I’epidermis.

a) Distribucié dels nuclis de I’epidermis. Observacié dels nuclis de I'epidermis
després de dues setmanes d’experimentacio. Barra d’escala 10 um.

b) Densitat dels nuclis del I’epidermis. Quantificacio del nuclis de la monocapa
epidermica normalitzat per I'area de la seccié quantificada.

Per tant, podem concloure que després de la inhibicié de foxo els animals no
canvien la seva mida tot i que disminueix el nombre de cél-lules que moren.
Com a resultat d’aquest desequilibri entre la mort i la proliferacié cel-lular es
pot observar un augment del nombre cel-lules, si més no de les epidérmiques.

2.3.0bservacio de I’epidermis en animals foxo RNAi

En I'apartat anterior s’ha observat que hi ha un augment del nombre de cél-lules
a l'epidermis i que hi ha una possible desorganitzacid d’aquest teixit.
L’estructura cel-lular de la capa epidérmica es pot observar marcant les unions
intercel-lulars amb un anticos anti-B-catenina (Figura 31a). En els controls es
pot observar que I'’epidermis forma una xarxa organitzada d’unions cél-lula-
cél-lula i el nucli es troba el centre; en canvi després de la inhibicié de foxo es
perd el patré organitzat de les unions intercel-lulars, aixi com, I'estructura de
monocapa caracteristica de I’epidermis.

Per poder comprovar que hi ha un augment de les cél-lules epidérmiques vam
quantificar els nivells de vimentina, un gen que s’expressa en ceél-lules
diferenciades de I'epidermis (Eisenhoffer, Kang i Alvarado, 2008). El resultat
indica que després de només una ronda d’inhibicié ja hi ha un augment de
I'expressié de vim i, per tant, del nombre de cél-lules epidérmiques (Figura
31b).

Els resultats obtinguts suggereixen que hi podria haver una acumulacié de
cél-lules en zones puntuals de la planaria perd que aquestes no afecten a la
mida de I'animal. Mitjancant talls de parafina es pot observar que en algunes
zones dels animals on s’ha inhibit foxo apareixen sobrecreixements o
acumulacions de cél-lules que expressen PIWI (Figura 31c), un marcador de
neoblasts (Reddien et al., 2005). L’expressio de PIWI en zones properes a
I’epidermis no s’observa en animals control. Al comprovar els nivells de mRNA
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de piwi s’observa que hi ha un augment d’aquest marcador en animals on foxo
ha estat inhibit (Figura 31d).

Podem concloure que després de la inhibicié de foxo I'’epidermis perd la seva
estructura a causa de I'acumulacié de cél-lules. A més, en les cél-lules d’aquest
teixit s’observa un augment de marcadors de neoblasts o cél-lules proliferatives
que no s’expressen en els controls.
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Figura 31. Estudi de I’estructura de I’epidermis.

a) Observacioé de les unions adherents de I'epidermis. Imatge de la monocapa
epidermica, els nuclis es poden observar en gris i en blau es poden observar les unions
adherents marcades amb B-catenina. El requadre vermell indica la zona de la planaria
representada a la imatge. Barra d’escala 10 pm.

b) Quantificacié dels nivells de vimentina. Quantificacié per gqPCR dels nivells de vim
com a marcador de cél-lula diferenciada de I’epidermis.

c) Imatge de I'acumulacié de ceél-lules PIWI+. Immunohistoquimica sobre talls de
parafina de la distribucié de les cel-lules PIWI+ en animals gfp RNAI i foxo RNAI. El
requadre vermell indica la zona de la planaria representada a la imatge. Barra d’escala
10 um.

d) Nivells de piwi. Quantificacié dels nivells de piwi per gPCR.
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2.4.Canvis en els nivells de ROS relacionats amb la funcio de
foxo

FoxO és un factor de transcripcié amb capacitat d’unir-se al DNA i regular
I’'expressié de diferents gens. Per tal de poder determinar quins gens tenen
motius d’'unié a FoxO en les zones de regulacié génica varem utilitzar dades
d’experiments d’ATAC-seq generades pel nostre laboratori (E. Pascual-
Carreras et al., 2020). La llista completa d’aquests gens es pot trobar a
I’Apéndix 4. En aquesta llista trobem diversitat de gens que potencialment
podrien ser regulats per foxo, entre ells gens encarregats de I'eliminacié de
ROS: la superoxid dismutasa mitocondrial (sod2) i 'enzim glutatio peroxidasa
(gpx) (Figura 32a-b). La SOD2 és un enzim encarregat de I’eliminacioé dels
superoxids (O2°) convertint-los en oxigen diatomic (O2) o perdxid d’hidrogen
(H203). El perdxid d’hidrogen format té capacitat reductora de forma que també
ha de ser eliminat a través de la GPx (Figura 32c).
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Figura 32. Mecanismes d’eliminacié de ROS.

a) Representacio dels mecanismes d’eliminacié6 de ROS mitocondrials. Les ROS
produides per la mitocondria es poden eliminar utilitzant tres enzims diferents depenent
de la naturalesa quimica de les ROS.

b) Localitzacié dels motius d’unié de FoxO en el gen gpx. Representacié dels motius
d’uni6 de FoxO a la zona reguladora de gpx segons la informacio extreta de experiments
d’ATAC-seq (E. Pascual-Carreras et al., 2020).

c) Localitzacié dels motius d’unié de FoxO en el gen sod2. Representacio dels motius
d’'uni6 de FoxO a la zona reguladora de sod? segons la informacio extreta de
experiments d’ATAC-seq (E. Pascual-Carreras et al., 2020).

Per tal de comprovar si FoxO controla I'expressio d’aquests gens reguladors
de ROS, vam quantificar els seus nivells d’expressioé per gPCR després de dues
rondes d’inhibicié de foxo. El resultat demostra que els dos gens que
presentaven motius d’unié a FoxO, gpx i sod2, presenten significativament
disminuida la seva expressio després de la inhibicio de foxo (Figura 33a-b). En
canvi, els nivells de cat no és veuen afectats en animals foxo RNAi (Figura 33c).
Cat és un altre enzim encarregat de I'eliminacié de ROS que no mostrava
dominis d’unié de FoxO en la seva regio reguladora.
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Figura 33. Nivells dels gens encarregats de I’eliminacié de ROS a la mitocondria.

a) Nivells de sod2 en animals RNAi. Quantificacié per qPCR dels nivells del mRNA de
sod2 en animals injectats durant dues setmanes amb gfp RNAIi o foxo RNAI.

b) Nivells de cat en animals RNAi. Quantificacio per qPCR dels nivells del mRNA de
cat en animals injectats durant dues setmanes amb gfp RNAi o foxo RNA..

c) Nivells de gpx en animals RNAi. Quantificacié per gqPCR dels nivells del mRNA de
gpx en animals injectats durant dues setmanes amb gfp RNAI o foxo RNAI.

Sabent que a l'inhibir foxo disminueixen els nivells dels gens encarregats de
mantenir I’equilibri oxidatiu a la cél-lula és interessant estudiar si hi ha canvis
en els nivells de ROS. Per analitzar si varia la quantitat d’especies reactives de
I’origen en animals on foxo es troba inhibit vam tractar homogenats d’animals
foxo RNAi amb H:DCFDA. Aquesta molécula té la capacitat de travessar la
membrana cel-lular i interaccionar amb esterases que canviaran la seva
conformacioé retenint-la a I'interior de la cél-lula. Finalment aquest reactiu canvia
la seva estructura al ser oxidada per les ROS presents a la cél-lula donant lloc
a la DCF una molécula florescent (Figura 34a). Per determinar I'efectivitat
d’aquesta nova técnica es va aplicar el protocol en animals on ja s’havia descrit
que hi havia un augment de ROS anteriorment. En un article publicar
recentment s’ha demostrat que hi ha una explosié de ROS als 30 minuts
després de 'amputacio. A més a més en aquest mateix estudi també demostren
que les planaries podrien sobreviure en concertacions d’entre 1,5 mM i 2,25
mM de H20:i que la preséncia d’aquesta substancia augmenta les ROS
endogenes. (Jaenen et al., 2021). A causa d’aquests resultats es va decidir
provar el funcionament del H.DCFDA en animals 30 minuts després de
I'amputacio del cap i en animals amputats tractes durant 2h amb 1,5 mM de
H-O:. Els resultats d’aquests experiments indiquen que hi ha un augment de
ROS en aquestes condicions, confirmant el bon funcionament d’aquest
protocol (Figura 34b).

Gracies a aquest nou protocol, que hem posat a punt en aquest treball, s’ha
pogut quantificar els nivells de ROS en animals foxo RNAi a unai a dues rondes.
El resultat, perd, mostra que no es poden detectar diferéncies significatives en
els nivells de ROS en animals foxo RNAI respecte els controls (Figura 34c)
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Figura 34. Determinacio dels nivells de ROS.

a) Mecanisme d’accio6 de la H2DCFDA. La molécula H.DCFDA és capag de creuar les
membranes cel-lulars i ser reduida per diferents ROS. La molécula reduida emet
fluorescencia.

b) Nivells de ROS detectats per H.DCFDA en condicions d’estrés oxidatiu.
Quantificacié dels nivells de ROS en animals control intactes, animals on s’ha amputat
el cap 30 minuts abans i en animals tractats amb 1,5 mM de H20..

c) Nivells de ROS detectats per H.DCFDA en animals foxo RNAi. Quantificacio dels
nivells de ROS després de les diferents setmanes de inhibicio de foxo.

2.5.Regulacié de hpo a través de foxo

A partir de l'analisi anterior de les dades de ATACseq, a més de gens
relacionats amb I'eliminacié de ROS, vam trobar que FoxO també presenta dos
dominis d’unié en les zones reguladores del gen hpo (Figura 35a). Per tal de
poder comprovar si FoxO té capacitat de regular la funcié de hpo vam analitzar
els seus nivells d’expressié mitjangant una hibridacié in situ amb la sonda de
hpo en animals on foxo es troba inhibit. El resultat indica que quan foxo es troba
inhibit I’expressié de hpo també es veu minvada (Figura 35b).

En conclusid, foxo regula I'expressié de hpo molt probablement de manera
directa, a través dels motius d’unio a les zones reguladores del gen. Aixo podria
explicar la similitud entre els fenotips de hpo i foxo RNAI.
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Figura 35. Relacié de FoxO amb la via Hippo.
a) Localitzacio dels motius d’unié de FoxO en el gen hpo. Representacié dels motius
d’'unié de FoxO a la zona reguladora de hpo segons la informacié extreta de dades

d’ATAC-seq (E. Pascual-Carreras et al., 2020).
b) WISH de hpo en animals foxo RNA.. Hibridacio in situ de la sonda contra hpo. Barra

d’escala 2 mm. n = 5.
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3. Establiment de la seqiienciacié utilitzant ONT per
a I'’estudi dels estats nutricionals en planaries

La seqlenciacio per ONT és basa en la seqienciacio utilitzant nanopors
associats a un enzim. Aquesta sequienciacié permet seqlenciar transcrits
complets i a més és independent de polimerasa. Aquestes caracteristiques el
fan aquest métode especialment atractiu per la seqlienciacié en planaries on
tant el transcriptoma com el genoma presenten zones mal anotades. La posada
apunt d’aquesta técnica permetra la obtencio de nous transcrits millor anotats
en planaries.

3.1. Analisis del rendiment del métode de seqiienciacio

La seqlienciacié es va portar a terme a partir d’'una llibreria de cDNA que
constava de 12 mostres multiplexades; quatre répliques de tres condicions
experimentals (animals alimentats, desdejunats i regenerants). La técnica de
multiplexat consisteix en la seqlienciacié d’una sola llibreria on les diferents
mostres estan etiquetes amb diferents barcodes o etiquetes identificatives. La
sequenciacio duta a terme utilitzant MinlON d’ONT on es varen obtenir
3692000 reads que varen ser filtrats depenent del seu valor Q; 3340000 reads
amb qualitat suficient (Q=7) varen ser classificats com a “pass” mentre que
352000 reads no varen superar aquest llindar i varen ser classificats com a
“fail”. Al seu torn totes aquetes sequéncies varen ser catalogades segons la
seva etiqueta identificativa o barcode. A la Figura 36 podem observar la
distribucio de les seqliéncies entre els diferents barcodes. La categoria de no
classificats correspon a les seqiiéncies on no s’ha pogut detectar cap etiqueta.
L’eficiéncia de classificacio de les diferents etiquetes és bastant similar tot i que
destaca el barcode03 que presenta un major nombre de reads que la resta
(15,23% en “pass” i 0,39% en “fail”). El barcode amb menor eficiéncia és el
barcode12 (3,67% en “pass” i 0,10% en “fail”). Cal destacar que les seqiéncies
“pass” representen el 90,46% de seqiéncies etiquetades, indicant el bon
funcionament del métode la seqlienciacid.
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Figura 36. Distribucio dels reads en els diferents codis d’etiquetatge.

Quantitat de sequiéncies identificades per les diferents etiquetes. La categoria “pass” fa
referéncia a les seqiiéncies amb Q27 i la “fail” a aquells reads amb Q<7.

Les sequéncies obtingudes a la categoria “pass” varen ser utilitzades per a la
realitzacié de la resta d’experiments. Durant el procés de seqlienciacié es va
realitzar el basecalling i el demultiplexat. El procés de basecalling consisteix en
assignar a cada pic eléctric detectat pel porus del sistema de seqlienciacié una
base nitrogenada. A causa de la naturalesa de I’encebador utilitzat per a obtenir
el cDNA, els reads encara presentaven una seqiiéncia flanquejant que havia de
ser eliminada. El procés de neteja subsegtient va permetre I'eliminacié d’aquest
encebador en un 99,9993% (3339978 / 3340000) de les sequiencies. A la Figura
37 podem observar que després de I'eliminacié de I'encebador hi ha una
disminucio, esperada, de la mida del reads. La llargada mitjana dels reads
inicials és de 385,5927 pb i disminueix a 368,1455 pb després de la neteja.
Aquesta relacio és manté estable a les dades repartides entre els diferents
codis d’etiquetatge.

Les sequéncies obtingudes a partir de la sequienciaci6 amb ONT en planaries
sén d’alta qualitat i el métode d’etiquetatge funciona correctament donant
resultats d’alta resolucid.
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Figura 37. Mida dels reads després de I’eliminacié de les seqiiéncies
flanquejants.

Distribucié de la mida dels reads abans i després de la neteja de la seqiiéncia
flanquejant. Les linies discontinues mostren les mitjanes: “clean” 368,1455 pb, “raw”
385,5927 pb.

3.2.Assemblatge de novo del transcriptoma

A partir de les dades netes es va poder assemblar el transcriptoma utilitzant el
programa RATTLE. Aquest nou programa ens va permetre agrupar i
autocorregir els reads per a finalment aconseguir un nou transcriptoma. A la
Figura 38 podem observar la distribucié de mides i el percentatge de guanina-
citocina (%GC) dels contigs. El nou transcriptoma consta de 9010 contigs
diferents, on el més llarg obtingut esta compost per 20,695 kpb. El %GC en el
transcriptoma és de 33,93%, al voltant del que hom esperaria donada la
composicio del genoma (Grohme et al., 2018)
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Figura 38. Distribucié dels contigs per mida i %GC.

Densitat de contigs per llargada i %GC després de I'assemblatge i refinament del
transcriptoma amb RATTLE.

Per tal de poder avaluar la fiabilitat dels contigs obtinguts varem determinar
quina era la pauta de lectura oberta (ORF) més llarga utilitzant ESTscan.
Aquest programa té la capacitat de predir el ORF dels diferents contigs
obtinguts tenint en compte possibles errors de seqiienciacié (tant a nivell de
substitucions com d’insercions/delecions) que poden alterar la pauta de
lectura. L’obtencié del ORF de forma directa pot donar lloc a transcrits truncats
a causa de I'aparicié d’errors de seqiienciacio que provoquen la terminacio de
la transcripcid. A la Figura 39 es mostra una comparacié entre la traduccié
directa de 'ORF més llarg o bé de les ORF predites utilitzant ESTscan. Es pot
comprovar en aquesta comparacié que utilitzant la prediccié directa en la
majoria dels contigs només un 25% de la seqiiéncia és identificada com a ORF
(Figura 39a). A I'utilitzar ESTscan aquest percentatge puja considerablement;
podem observar que els transcrits de mida gran tenen associat un ORF llarg,
indicant que aquestes seqliéncies putativament podrien ser traduides totalment
a proteina (Figura 39b).
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Figura 39. Comparacié dels ORFs obtinguts sense correccié i amb ESTscan.

a) Comparacio dels ORFs sense correccio d’errors. Grafica de la llargada dels
transcrits contra la dels ORFs més llargs obtinguts per traduccié directa de la pauta de
lectura per cada transcrit.

b) Comparacié dels ORFs utilitzant ESTscan. Grafica de la llargada dels transcrits
contra la dels ORFs predit utilitzat EST scan. Cada punt correspon a la seqiiéncia d’un
contig, n correspon al nombre de sequeéncies, les linies discontinues de les diagonals
indiquen el percentatge de la mida del transcrit que es pot traduir a una ORF.

Per poder estimar la validesa del nou assemblatge a la Figura 40 es mostra la
prediccié d’ORFs sobre diferents conjunt de dades de referéncia. A la Figura
40b podem veure representades les dades de tots els CDS “complets”
disponibles a GenBank per planaries. Aquestes son seqiiencies validades que
s’han utilitzat per construir la matriu de prediccié d’ESTscan; per tant aquest
seria el conjunt de dades de referéncia amb evidéncies experimentals que ja
han estat descrites i validades. A la Figura 40c-d s’observen dos transcriptomes
en planaries; la Figura 40c correspon a les dades del transcriptoma de Dresden
(dd_Smed_v6) (Brandl et al., 2016) un transcriptoma assemblat de novo a partir
de reads curts seqlenciats amb lllumina mentre que a la Figura 40d hi ha
representades les dades del transcriptoma de referéncia més recent
obtingudes a partir de la prediccid de gens utilitzant les dades d’altres
transcriptomes disponibles i del genoma (Rozanski et al, 2019). Podem
observar que en ambdoés conjunts de dades la distribucié de la mida del
transcrit i 'ORF és una mica millor que la nostra, perqué hi ha un major nombre
de contigs (identificats a les grafiques com a n). A I'estar treballant amb un
conjunt de dades amb una cobertura més gran és facil que hi hagi un augment
de la qualitat de les seqliéncies, que inicialment hauria de facilitar
I’'assemblatge.
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Figura 40. Comparacio dels ORFs sobre diferents conjunts de dades de
referéncia.

a) Comparacio6 dels ORFs del nou transcriptoma de novo. Grafica de la llargada dels
transcrits contra els ORFs predits utilitzat ESTscan del nou transcriptoma obtingut en
aquest treball.

b) Comparacioé dels ORFs utilitzant els CDS de GenBank. Grafica de la llargada dels
transcrits contra els ORFs anotats com a CDS disponibles a GenBank.

c) Comparacioé dels ORFs de les dades del transcriptoma de Dresden. Grafica de la
llargada dels transcrits contra els ORFs predits per les sequéncies del transcriptoma
dd_Smed_v6.

d) Comparacié del ORF de les dades de SMESTR. Grafica de la llargada dels transcrits
contra els ORFs predits per les seqliéncies del transcriptoma. Cada punt correspon a la
seqgliéncia d’un contig, n correspon al nombre de seqliéncies, les linies discontinues de
les diagonals indiquen el percentatge de la mida del transcrit que es pot traduir a una
ORF.

En resum podem veure que tot i tenir un nombre de reads menor que en la
resta de transcriptomes les nostres dades presenten transcrits que poden
traduir a proteina amb una ratio similar a les dades de referéncia. Es pot
concloure que la seqlienciaci® amb ONT proporciona reads Utils per a la
reconstruccié de genomes de novo.
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3.3.Anotacié dels contigs

Després de I'obtencio del transcriptoma es va procedir a la seva anotacié. Per
fer-ho es va fer un NCBI-BLAST contra els transcriptomes de referéncia en
planaries (SMESTR v2 i Dresden v6). Per fer aquest alineament no es van
utilitzar les sequéncies dels contigs sind la seqiiéncia proteica predita a partir
dels resultats de ESTscan. Els resultats obtinguts indiquen un 70,16%
(6321/9010) de les seqiéncies tenen un encert a les bases de dades de
planaries. A més a més els contigs del nostre transcriptoma es van alinear
contra el genoma de referéncia amb I'eina GMAP, doncs es va decidir visualitzar-
los al navegador gendmic JBrowse de PlanNet (Castillo-Lara i Abril, 2018).
Aquesta navegador permet visualitzar la ubicacid dels contigs respecte de la
resta de transcrits descrits en els conjunts de transcriptomes previs, aixi com
poder comparar facilment les estructures exoniques anotades a cadascuna de
les pistes (annotation tracks). A la Figura 41 podem veure dos exemples
d’aquesta visualitzacid. A la Figura 41a podem observar com a través d’ONT
s’ha pogut anotar una nova isoforma, amb l'identificador cluster 88503
(exons en groc), del gen anotat al genoma SMESG000006323.1 (exons en lila).
L’homodleg en humans d’aquest gen és AFG3L2, un gen amb funcié
mitocondrial implicat la paraparésia espastica hereditaria (Pierson et al., 2013).
En el cas de la Figura 41b, aquesta ens permet veure clarament com el
SMESG000027224 .1 (exons en lila) esta truncat en 'assemblatge de Dresden
(exons en verd), pero s’ha recuperat sencer en el cluster 352 (exons en
groc). Aquests sén dos exemples de la utilitat d’aquesta representacié
gendmica que podra permetre als investigadors buscar noves isoformes per
estudiar algun gen, o conjunt de gens, d’interes.

Podem concloure que el transcriptoma obtingut utilitzant ONT és de bona
qualitat i pot ser alineat amb els transcriptomes anteriorment disponibles en
planaries. A més a més aquest sistema de seqtienciacié permet observar noves
isoformes de splicing que no havien estat detectades fins al moment.
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Figura 41. Visualitzacio dels contigs al navegador genomic JBrowser de
PlanNet.

a) Representacio dels transcrits de la regi6 genomica dd_Smes_g4:7082261-
7112980. Visualitzacio dels transcrits obtinguts amb diferents estratégies on inclou els
contigs assemblats amb ONT.

b) Representacié dels transcrits de la regi6 genomica dd_Smes_g4:7573251-
7588610. Visualitzacio dels transcrits obtinguts amb diferents estratégies on inclou els
contigs assemblats amb ONT.

En lila transcrits predits a partir del genoma (SmesGenes v2) (Rozanski et al., 2019), en
vermell transcrits projectats amb les anotacions de la base de dades SmedGD (Robb et
al., 2015), en groc transcrits obtingut per ONT en aquest treball, en verd transcrits
anotats pel transcriptoma de Dresden (dd_Smed v6) (Brandl et al., 2016). Coordenades
segons el format:
scaffold_assemblat_genoma_versié_4:coordenada_inicial-coordenada_final.

3.4. Analisis d’expressi6 diferencial

L’analisi d’expressio diferencial (Differential Gene Expression Analysis o DGE),
es va iniciar alineant els diferents reads contra tots els contigs del nostra
assemblat del transcriptoma. Amb Salmon varem obtenir el conjunt de
comptatges per a cadascuna de les mostres sequenciades. En qualsevol analisi
de DGE és important normalitzar i filtrar les dades. El primer filtratge utilitzat
consisteix en eliminar tots els transcrits que presentin menys de dos
comptatges a la suma de totes les condicions experimentals. L’objectiu
d’aquest refinament és corregir els efectes de la mida mostral disminuint el
biaix en el processament posterior de les dades. En relacié a la normalitzacio
es poden utilitzar diferents métodes; a la Figura 42 podem veure 3 metodes
diferents. La representacioé del comptatges crus presenta una major diferéncia
entre els valors extrems (Figura 42a). Per tal de poder disminuir aquesta
dispersio els valors es poden representar com a comptatges per milié (CPM)
(Figura 42b), que permet corregir la profunditat de sequienciacié i el biaix de la
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composicio del transcriptoma. La funcio rlog del paquet DESeq2 (Love, Huber
i Anders, 2014) és un altre métode de normalitzacié que transforma els
comptatges per minimitzar les diferéncies entre mostres amb columnes amb
valors petits. L’expressié normalitzada utilitzant aquest métode es mostra a la
Figura 42c. Aquest métode és el que proporciona menor dispersié de
I'expressié dels tres métodes utilitzats. A més a més, podem observar que
aquesta baixa variacio es manté després del filtratge per baix comptatge
(Figura 42d).
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Figura 42. Expressio a cada réplica amb diferents transformacions.

a) Expressio de les mostres com a comptatges absoluts. Expressio de les diferents
llibreries sense cap transformacid, directament com a comptatges.

b) Expressio de les mostres com a CPM. Expressido de les diferents llibreries
transformat les dades a Counts per Million (CPM).

c) Expressiéo de les mostres com a rlog. Expressio de les diferents llibreries
transformades amb la funcié r1og.

d) Expressio de les mostres com a rlog. Expressio de les diferents llibreries
transformades amb la funcié rlog eliminats aquells gens que tenen menys de dos
comptatges a totes les répliques.
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Un cop s’han obtingut les dades filtrades s’ha comprovat si les dades s’agrupen
per condicié mitjancant un analisi de components principals (Principal
Component Analysis o PCA). A la Figura 43a podem observar com es
distribueixen les diferents mostres en I'espai de la primera i la segona
component (on tenim aproximadament un 31% de la variancia acumulada). En
el cas de les répliques de la condicié “Strv” trobem que s’agrupen totes pero
aquesta divisio no és tan clara per les altres dues condicions. Les répliques 2,
34 de “Fed” queden més diferenciades, pero la réplica 1 d’aquesta condicié
sembla estar clarament dins el grup de “Reg”. Quan ens fixem amb el grup
regenerats podem observar que Reg4 també esta allunyat de la resta de
mostres de la mateixa condicio. Per tots aquests motius es decideix prescindir
de la les répliques Reg4 i Fed1. Al calcular una nova PCA sense les répliques
anteriorment esmentades podem veure com clarament en aquest cas es
divideixen correctament les tres condicions experimentals, on a més
augmentem la variancia acumulada a gairebé un 37% (Figura 43b).
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Figura 43. Analisi de components principals.

a) PCA de totes les répliques. Representacio de totes les mostres seqiienciades en
I’espai de les dues primeres coordenades principals.

b) PCA eliminant dues répliques considerades valors aberrants. Representacié de
la distribucié de les mostres en I'espai de les dues primeres coordenades principals
després d’eliminar Regr4 i Fedr1.

Es van realitzar tres contrast d’hipotesi diferents per obtenir els gens
diferencialment expressats. Les tres condicions sén: animals alimentats contra
desdejunats, animals regenerants contra animals alimentats i animals
regenerants contra animals desdejunats. Per cadascuna d’aquestes condicions
es va obtenir una taula dels gens diferencialment expressats de manera
significativa (Apéndix 5). Els gens diferencialment expressats han estat filtrats
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pel canvi relatiu (fold change o FC) i el p-valor. A la Figura 44 podem veure
aquests filtratges representats en forma de Volcano plot. La condicié que
reuneix més gens diferencialment expressats és la comparacié dels animals
alimentats amb el regenerants (Reg_vs_Fed) i la que presenta una menor
quantitat de gens que divergeixin de forma significativa és la comparacio entre
animals regenerants i alimentats (Reg_vs_Stv).
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Figura 44. Volcano plot dels gens identificats al DGE.

a) Volcano plot de la comparacié d’animals desdejunats contra alimentats.
Representacio de tots els clusters en la comparacié de Stv_vs_Fed.

b) Volcano plot de la comparacié d’animals regenerants contra alimentats.
Representacio de tots els clusters en la comparacié de Reg_vs_Fed.

c) Volcano plot de la comparacié d’animals regenerants contra desdejunats.
Representacio de tots els clusters en la comparacié de Reg_vs_Stv.

En vermell els transcrits que passen el filtratge per p-valor i FC, en blau els que només
passen el filtratge per p-valor, en verd els que només passen el filtratge per FC i en gris
els que no son significatius per cap de les condicions.



Resultats | 69

Entre els gens diferencialment expressats es comprova si hi ha preséncia de
blitzschnell (bls) un gen especific de planaries que s’ha descrit com a
imprescindible per a I’'adaptacio durant els canvis nutricionals (Eudald Pascual-
Carreras et al., 2020). Aquest gen es troba diferencialment expressat en la
comparacié entre animals desdejunats i alimentats (Apéndix 5).

A partir dels gens diferencialment expressats i anotats es va portar a terme una
analisi d’enriquiment en ontologies geniques (GO) per tal de poder identificar
quins processos bioldgics, components cel-lulars o funcions moleculars es
troben més representats en les diferents comparacions (Apéndix 6).

A la Figura 45 observem els GO enriquits en la comparacié dels animals
desdejunats contra els alimentats. En aquesta figura podem veure que hi ha un
enriquiment dels GO relacionats amb la mitocondria. Podem observar que a
nivell de component cel-lular hi ha un disminucié de FC en mitocondria que
podria estar relacionat amb els canvis metabdlics que apareixen a nivell de
procés biologic, com el metabolisme de molécules petites o processos
catabolics dependents de ubiquitina. També podem observar que hi ha canvis
en la regulacié del estat oxidatiu de la cél-lula; a nivell de procés biologic
observem I'aparicid6 de termes com desintoxicacié d’oxidants o regulacié
positiva del procés metabolic de les espécies reactives d’oxigen. A nivell de
funcié molecular trobem l'activitat de la glutatié peroxidasa, un dels enzims
importants en I'eliminacié d’espécies reactives de I'oxigena la mitocondria.
Entre els GO que destaquen a nivell de component cel-lular apareix el
citoesquelet i el centrosoma que es poden associar a altres termes de procés
cel-lular com la regulacié del fus mitotic o la funcié dels microtubuls i de la
miosina V. Aquestes estructures cel-lulars podrien, per tant, estar relacionades
amb el cicle cel-lular. A nivell de balang cel-lular també es poden observar GO
relacionats amb la regulacié negativa de I'apoptosi per la via extrinseca. També
cal destacar I'aparicio de GO relacionats amb la sintesis de proteines.
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Figura 45. Termes de GO enriquits al comprar animals desdejunats contra els
alimentats.

Resultats de les analisis d’enriquiment de GO. En blau els GO corresponents a la
categoria de procés biologic (BP), en groc de component cel-lular (CC) i en vermell de
funcié molecular (MF).

La comparacio de GO entre animals regenerants i alimentats (Figura 46) indica
la importancia de diferents processos relacionats amb la regulacié de I'estat
oxidatiu de la cel-lula, el citoesquelet i la sintesis de proteines. Alguns dels GO
observats en la comparacié entre els animals desdejunats amb els alimentats
torna aparéeixer en aquesta comparacid, entre animals regenerants i alimentats,
com és el cas de la regulacio del estat oxidatiu o del citoesquelet, indicant que
son processos comuns en els animals alimentats. Tot i aixd apareixen en aquest
cas alguns processos nous relacionats amb els lisosomes.
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Figura 46. Termes de GO enriquits al comprar animals regenerants i alimentats.
Resultats de les analisis d’enriquiment de GO. En blau els GO corresponents a la

categoria de procés biologic (BP), en groc de component cel-lular (CC) i en vermell de
funcié molecular (MF).

Quan ens fixem en la comparacio entre els animals regenerants i desdejunats
(Figura 47) es pot observar que apareixen elements que ja s’havien descrit en
altres condicions, com els lisosomes, o GO relacionats amb la regulacié de la
mitosi. Es interessant destacar en aquesta comparacio 'aparicié de nous GO
relacionats amb la membrana extracel-lular (MEC) i la regulacié de membranes
com, per exemple, receptors de contacte céllula-cél-lula, transport
transmembrana o secrecié de transmissors. També és interessant observar
que apareixen GO relacionats amb la mitocondria, perd a diferéncia de la
comparacié d’animals desdejunats contra els alimentats, en aquest cas la
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importancia recau en elements estructurals de I'organul, com la cadena
transportadora d’electrons.
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Figura 47. Termes de GO enriquits al comprar animals regenerants i desdejunats.

Resultats de les analisis d’enriquiment de GO. En blau els GO corresponents a la
categoria de procés biologic (BP), en groc de component cel-lular (CC) i en vermell de
funcié molecular (MF).

En aquest analisis s’han comparat dos a dos les diferents condicions
experimentals, perod és interessant poder determinar quin conjunt de gens sén
importants per a cadascun d’aquests processos fisioldgics. Per tal de fer-ho
s’han buscat els gens comuns entre les diferents comparacions. Els gens que
corresponen a la interseccié entre dues condicions sén els gens que sén
especifics pel correcte desenvolupament d’aquesta condicié. A la Figura 48
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podem observar el nombre de gens comuns entre les diferents condicions i a
I’Apéndix 7 trobem el llistat d’aquests gens anotats. Com era d’esperar no hi ha
cap gen comu en les tres condicions pero si que es poden identificar gens
caracteristics de les interseccions entre dues condicions. Destaca que els gens
diferencialment expressats especificament en animals alimentats és el més
nombrés (105) respecte als desdejunats (8) o els regenerants (17).

Stv_vs_Fed Reg_vs_Fed
98 105 417
8 17
24
Reg_vs_Stv

Figura 48. Relacions entre els gens diferencialment expressats.

Diagrama de Vennn dels gens diferencialment expressats en les diferents condicions
experimentals. Els nombres a I'interior de cada cercle indiquen els gens que son unics
de cada condicid, mentre que els gens en les zones de solapament indica els gens
compartits en aquestes condicions.

A I’Apéndix 7 es llisten els diferents gens que pareixen com a interseccié a la
Figura 48. En aquesta llista observem que en el cas dels gens especifics per la
condicioé de deju hi ha pocs gens anotats. Destaca la preséncia de chac?, un
enzim encarregat del clivatge del Glutatié. Aquest procés esta relacionat amb
Iinici de I'apoptosi. En la condicié de regeneracio tenim un major nombre de
gens, on hi destaca la preséncia de la ciclina-T2 (ccnt2), imprescindible per
I’inici de la mitosi i gens relacionats amb la sumorilacié com sae1.

La condicié que té un major nombre de gens propis és la relacionada amb
I'alimentacio, indicant que I'alimentacié provoca canvis genics importants.
Algunes de les categories que destaquen en Aquesta condicié son els gens
relacionats amb el procés de biosintesis, transcripcié i traduccio, resposta al
plegament de proteines, citoesquelet i regulacié de la MEC. En els processos
biosintétics trobem diversos gens relacionats amb la sintesis de totes les
molécules metabdliques basiques com lipids (agps, ddhd2, Ipcat1, ets2, elovi3),
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glucids (gbe1, pck2) o proteines (bhmt, mat2a, qpct, aldh18a1, odc1). Respecte
els processos de transcripcié i traducciéo destaca la preséncia de gens
relacionats amb la maquinaria de transcripci6 i traduccié com helicases (ddx1,
ddx21), ribosomes tant citoplasmatics com mitocondrials (rp/18, mrpl24), a més
d’altres elements activadors de la transcripcid i traduccid (eef2, hnfdg, farsb,
eeflal). Respecta a la resposta al plegament de proteines veiem I'activacié de
diverses xaperones i coxaperones d’accid al citoplasma (dnaja1, sgtb, hspa8,
phb2, p4hb) i a la mitocondria (phb2, hspd1). El citoesquelet és una element
cabdal de la cél-lula que també sembla veure’s ampliament afectat després de
la ingesta, ja que observem canvis en gens encarregats de la regulacio de
I’actina i la tubulina (tuba3d, actb, tubala, cnn2, cnn3, ttn, tubaia), a més de la
regulacié de I'activitat muscular (cnn2, cnn3, ttn). Finalment, trobem canvis en
gens relacionats en la remodelaciéo de la MEC (celal, ctsb) i de I'adhesié
cel-lular (postn, sec61a2). Podem observar que hi ha una gran quantitat de gens
relacionats amb la ingesta d’aliment i que afecten a diferents nivells cel-lulars.

L’analisi d’expressié diferencial utilitzant dades de Nanopore permet identificar
gens diferencialment expressats en diferents condicions experimentals. En
aquesta analisi hem pogut identificar conjunts de gens necessaris per
I’'adaptacio de les planaries a diverses condicions fisioldgiques com la falta de
nutrients, I'alimentacié o la regeneracié.
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1. Gens diana de la via Hippo

L’estudi dels gens diana d’'una via pot donar molta informacié sobre el
mecanisme d’accié d’aquesta. Per tal de poder analitzar la funcié de la via
Hippo es va decidir comparar els gens desregulats després de la inhibicié de
dos elements clau de la via: hpo i yki. En el cas de hpo es disposava d’un
transcriptoma a una i a tres setmanes d’inhibicié. Després d’una sola setmana
els animals hpo RNAI no presentaven fenotip visible tot i que s’ha demostrat
que ja hi ha canvis en el balang cel-lular i la coexpressié erronia de marcadors
cel-lulars (de Sousa et al., 2018). En el cas del factor de transcripcio yki només
tenim informacié dels gens inhibits després d’una setmana ja que els animals
no sobrevivien més temps de tractament. L’alta mortalitat dels animals yki RNAi
ve donada a causa de I'aparicio d’edemes (Lin i Pearson, 2014).

Aquesta aproximacio ens va donar un conjunt de gens molt petit quan vam
comparar els desregulats en la primera ronda, perd que augmentava al
comparar els de la tercera ronda d’inhibicid. Els resultats a temps primerencs,
tot i ser reduits, sén els que poden resultar més interessants per entendre el
funcionament la via. S6n gens que es veuen modificats de forma molt rapida
quan hi ha canvis en el funcionament de la via indicant que poden ser els gens
que guien els esdeveniments posteriors. En aquest estudi no es pot afirmar que
siguin gens directament regulats per Yki, perd si que podem dir que la seva
regulacié és rapida. Les analisis d’ontologia génica indiquen una relacié amb la
mitocondria, especialment en el metabolisme, indicant que la regulacio
mitocondrial podria tenir una relacié amb la via Hippo. En altres organismes
s’ha demostrar que la via Hippo regula el metabolisme de la glutamina per tal
d’activar la biosintesis de nucleotids per permetre 'augment de proliferacié
(Cox et al., 2016) aixi com la gluconeogénesis (Hu et al., 2017), la sintesis de
colesterol (Aylon i Oren, 2016) i la de lipids (Geng et al., 2016).

La comparacié dels transcriptomes de hpo i yki permeten obtenir un conjunt
de gens candidats. Per tal de realitzar analisis funcionals i validar si aquests
gens poden explicar algunes de les funcions de la via, es van seleccionar tres
gens: tdh, cecr5 i bck. Els dos primers es troben desregulats a primera ronda.
bck no es troba desregulat a la primera setmana d’inhibicio, pero si que ho fa a
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la tercera. Els tres gens tenen funcions descrites en la mitocondria. Els tres
gens seleccionats es troben regulats a la baixa després de la inhibicié de hpo i
sobreexpressats després de la inhibicié de yki; per tant esperem que després
de la inhibicié d’aquests gens el fenotip resultant sigui similar a I'observat
després de la inhibici6 de hpo.

Després de la inhibicié dels candidats, el fenotip observat tant in vivo com a
nivell de sistema nervios coincideix amb el descrit en hpo RNAI. La pérdua de
les estructures diferenciades, com el cervell o el cordd nervids, i 'aparicio de
zones despigmentades ha estat relacionada en els animals hpo RNAi amb la
desdiferenciacié cel-lular (de Sousa et al, 2018). Tot i que en aquests
experiments concrets no s’ha pogut establir el nexe entre aquestes zones i la
pérdua de la identitat cel-lular, la similitud del fenotip amb hpo RNAIi podria
indicar que ens trobem en una situacié similar.

En relacié al balang cel-lular es pot observar que hi ha dos escenaris diferents.
En el cas dels animals bck RNAI i cecr5 RNAi podem observar que hi ha un
increment en les céllules en fase M (HsP*) i una disminucié en I'apoptosi.
Aquest escenari és similar al que s’observa després de la inhibicié de hpo. S’ha
demostrat que I'augment de cel-lules HsP* en hpo no esta associat a un
increment de la proliferacié siné que és a causa de I'aturada en fase M del cicle
cel-lular (de Sousa et al., 2018). En els dos gens candidats podria estar ocorrent
el mateix fenomen ja que l'augment de cél-lules HsP* i la disminucié de
I’apoptosi no donen lloc a animals més grans.

En el cas de cecr5 no es coneix amb exactitud la seva funcié (Footz et al., 2001)
per tant es dificil poder discutir el paper concret d’aquest gen en el fenotip dels
animals hpo RNAi més enlla de la seva implicacioé en la mitocondria. Per altre
banda, s’ha establert que la deficiéncia de bck provoca greus afeccions en
humans. La inhibici6 de la funcié de BCK provoca I'acumulacié d’aminoacids
ramificats que no poden ser metabolitzats donant lloc a desajustos metabdlics,
defectes neurologics i, en cas de no ser tractat, la mort en les primeres
setmanes de vida (Strauss i Morton, 2003). En contraposicié, a C. elegans
I'acumulacié d’aminoacids ramificats ha estat associat a mutants amb alta
longevitat (Falk et al., 2008; Fuchs et al., 2010). Estudis de conservacio de rutes
metaboliques en platihelmints han demostrat que la ruta de degradacio
d’aminoacids ramificats només es ftroba conservada en ftricladides,
concretament en S. mediterranea (Swapna et al., 2018). Donat el fenotip tan
server demostrat després de la inhibicio de bck, la perdua d’aquest gen podria
estar relacionada amb la pérdua de I'equilibri metabolic de la planaria
provocant els defectes observats.

En el cas de tdh no hi ha canvis a nivell de proliferacid6 o mort després de la
seva inhibicid. Aix0 indica que tot i que aquest gen podria estar tenint un efecte
en la desdiferenciacio no hi ha acumulacions de cél-lules degudes a un desajust
de la mort. tdh és un gen amb una funcié molt concreta, el catabolisme de
I’'aminoacid L-treonina. Per tant la inhibicié del gen podria donar lloc a
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I'acumulacié d’aquest aminoacid que podria interferir en el metabolisme
general.

Tant en el cas de bck com en el cas de tdh ambdds sén gens que podrien estar
alterant el metabolisme quan es troben inhibits. En altres organismes s’ha
descrit que el metabolisme és un regulador de I'estat diferenciat de la cél-lula;
canvis en les condicions metaboliques poden provocar la desdiferenciacié
cel-lular (lto i Ito, 2016). Altres estudis també han establert la via Hippo com un
transductor de senyals extracel-lulars que pot afectar al metabolisme cel-lular
(Romani et al., 2021).

Gracies a les analisis transcriptomiques d’alt rendiment hem pogut identificar
que la regulaci6 de les reaccions metaboliques que ocorren a la mitocondria
podrien ser diana de la via Hippo. La caracteritzacié funcional de tres d’aquests
gens diana ens ha permés validar que efectivament hi ha un nexe entre la
mitocondria i el fenotip observat després de la inhibicié de hpo.
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2. El paper de les mitocondries en la via Hippo

L’estructura de la mitocondria és un element regulador de la seva funcio i té
implicacions en la homeostasi cel-lular (Westermann, 2010). Per tal de poder
entendre el rol de les mitocondries en el fenotip de hpo RNAI es va decidir
estudiar I'estructura mitocondrial utilitzant microscopia electronica. La
utilitzacié d’aquestes técniques permet estudiar en detall la morfologia de la
mitocondria perd presenta una limitacié essencial; estan orientades a zones
concretes de I'animal. Anteriorment s’havia descrit que els animals hpo RNAI
presentaven defectes en diferents 6rgans (de Sousa et al., 2018). Aquestes
deficiéncies poden ser observades en microscopia electronica i a més poden
suposar una dificultat afegida a I’hora d’identificar drgans o tipus cel-lulars
concrets en animals hpo RNAI. Per aquest motiu aquest estudi es va centrar en
la zona subepidérmica ja que és una zona de I'animal facil d’identificar.
Concretament aquest estudi esta centrat en l'analisi de les mitocondries
associades a la musculatura circular. Els musculs sén organs amb una gran
demanda energetica i per tant sén organs rics en mitocondries.

La uni6 dels resultats de TEM i SBFSEM permeten tenir una clara vis6 de
I’estructura de la mitocondria. La TEM permet I'observacié amb més precisio
de la mitocondria podent observar facilment la doble membrana i les crestes.
Aquest nivell de detall permet no només estudiar els canvis morfologics externs
sind també les possibles pertorbacions de la membrana interna. La SBFSEM
perd el nivell de detall observat amb les imatges de TEM perd ens permet afegir
una nova dimensid. Al tenir imatges consecutives aquestes es poden
superposar i reconstruir imatges en tres dimensions. A l'afegir volum a la
mitocondria adquirim una nova capa d’informacio. En conclusié, les dues
técniques tenen un conjunt d’avantatges i limitacions pero la combinacié de la
informacié aportada per aquestes dues aproximacions ens permet tenir una
viso clara de I'estructura mitocondrial.

La determinacié de la mida de les mitocondries, tant per TEM com per
SBFSEM, ens indica que les mitocondries s6n més grans en els animals hpo
RNAI. Aquest resultat podria donar lloc a dos escenaris. En primer lloc podria
ser a causa de que les mitocondries estiguessin inflades. Aquest fenomen va
ser descrit per primer cop a final dels anys 70 i és a causa d’'un augment de la
permeabilitat de la MIM desencadenada per calci (Hunter, Haworth i Southard,
1976). La conseqiiencia principal d’aquesta dilatacié de la mitocondria és la
desregulacio de les funcions bioenergétiques i finalment la ruptura de les
membranes provocant l'inici del procés d’apoptosi (Halestrap et al., 1998;
Petronilli et al., 2001; Rasola i Bernardi, 2011). La segona possible explicacio
seria 'augment de la fusid mitocondrial. En aquest cas les mitocondries
canviarien la seva estructura i es fusionarien donant lloc a mitocondries més
grans perd amb una estructura més filamentosa. Els posteriors estudis de
I’estructura de la mitocondria confirmen que ens trobem en la segona hipotesis;
després de la inhibicié de hpo les mitocondries es troben més fusionades.
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Una de les conseqiiéncies més estudiades dels canvis en la dinamica
mitocondrial és la regulacio de I’'apoptosi. Estudis anteriors de hpo en planaries
van assenyalar que la inhibicié d’aquest gen reduia I'apoptosi (de Sousa et al.,
2018). En el cas de la fissiéo mitocondrial s’ha demostrat que un augment de la
proporcié de mitocondries fusionades esta relacionat amb la inhibicié de
I'apoptosi (Frank et al., 2001; Lee et al., 2004; Sugioka, Shimizu i Tsujimoto,
2004). Tenint en compte aquestes dues observacions es posa de manifest que
la inhibici6 de I'apoptosi observada en planaries hpo RNAIi podria estar
relacionada amb I'augment de la fusié mitocondrial que s’ha apuntat en aquest
estudi. Els estudis de I'estructura mitocondrial estan realitzats a tres setmanes
després de la inhibicié de hpo pero la disminucié de I'apoptosi s’ha detectat en
planaries amb només dos setmanes de inhibicié (de Sousa et al., 2018). Seria
interessant poder determinar si en aquests estadis més primerencs ja hi ha una
maijor fissid de les mitocondries i si hi ha variacio en antres zones de I'animal.

En planaries també es va concloure que hpo exercia un paper fonamental en
el control del cicle cel-lular. El cicle cel-lular té diferents mecanismes de control
per tal d’evitar desajusts en aquest procés i I'estructura de la mitocondria n’és
un d’ells. Concretament en la transicio G2/M, s’ha demostrat que I’elongacio
forcada de les mitocondries provoca un parada del cicle cel-lular en aquesta
fase (Lee et al., 2014) o bé l'arrest en fase M a causa de deficiéncies en el
procés de mitosi (Pefia-Blanco et al., 2020). Aquests estudis de la relacié de la
dinamica mitocondrial amb el cicle celllular es poden relacionar amb els
resultats en planaries on s’ha observat que tot i que no hi ha un augment en el
nombre de cél-lules que superen la fase S si que hi ha un major nombre de
cél-lules en fase M, indicant errors en el progrés d’aquesta fase (de Sousa et
al., 2018). Aquest augment de cel-lules en fase M es detecta després de tres
setmanes d’inhibicié que és el mateix moment en el que estudiem I'estructura
de les mitocondries.

En aquest estudi també hem pogut comprovar que aquestes mitocondries més
fusionades tenen una major capacitat bioenergética. Aquests resultats
coincideixen amb estudis fets en altres animals on s’ha relacionat I’elongacié
mitocondrial amb un augment de la capacitat oxidativa (Bo, Zhang i Ji, 2010).
Aquest augment de capacitat metabdlica s’ha inferit a partir de la densitat de
crestes mitocondrials. Aquesta assumpcié s’ha fet a partir d’estudis que
relacionen la morfologia i abundancia de la crestes amb ['eficiéncia de la
cadena respiratoria (Cogliati et al., 2013). El que no es té en compte en aquest
estudi és si aquests enzims respiratoris sén funcionals. Per tal de poder
comprovar la veritable capacitat respiratoria d’aquestes mitocondries es podria
fer utilitzant SeaHorse i inhibir seqiiencialment amb diferents drogues els
diferents elements de la cadena respiratoria. Tot i que s’han realitzat estudis
amb SeaHorse en planaries, aquests no han tingut éxit en la inhibicio del
elements de la cadena respiratoria (Osuma et al., 2018). A més a més durant
el transcurs d’aquesta tesi s’han intentat replicar aquests resultats perd no
s’han aconseguit els resultats esperats.
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En relacio al metabolisme també s’ha pogut demostrar que després de la
inhibicié de hpo hi ha un argument dels nivells proteics de Citrat sintasa. La
Citrat sintasa és I’enzim que transforma I’Acetil-CoA donant lloc al inici del cicle
de Krebs. Aquest cicle és I’encarregat de produir energia a través de diferents
substrats metabolics. Els productes principal del cicle sén NADH i FADH que
seran posteriorment utilitzats per la cadena transportadora d’electrons per
formar ATP. L’augment del flux del cicle de Krebs, inferida per 'augment de
CS, juntament amb la major capacitat de fosforilacio oxidativa, mesurada per la
densitat de crestes, indica que els animals hpo RNAIi produeixen una major
quantitat d’energia.

L’increment d’aquesta capacitat bioenergética podria estar relacionada amb un
canvi metabolic. Els canvis en el metabolisme poden donar lloc a canvis en el
desti cel-lular (Ghosh-Choudhary, Liu i Finkel, 2020) o fins i tot ser determinants
en 'aparicié del cél-lules canceroses (Sun et al., 2019). En el cas de hpo RNAi
si és produis aquest canvi metabdlic podria explicar perqué les planaries
coexpressen marcadors de diferents estats diferenciats. Per tal de poder
demostrar aquest canvi s’hauria de comprovar I’activitat enzimatica de diferents
enzims claus i els productes metabolics produits quan hpo ha estat atenuat.

Tot i demostrar canvis en la fusido mitocondrial després de la inhibicié de hpo
no podem observar canvis en els nivells genics dels elements reguladors de la
dinamica mitocondrial (opa?, drp1i fis1) en les dades de transcriptomica (de
Sousa et al., 2018). Aquest fet podria ser causat perqué els processos de fusié
i fissié no es regulen directament per la transcripcio dels elements implicats
sind que es fa mitjangant modificacions post-transcripcionals. S’ha demostrat
que el conjunt de proteines implicades en la dinamica mitocondrial poden ser
degradades per diferents senyals, pero tot i aixd la seva regulacié encara és un
tema d’estudi (Yu et al., 2020).

La relacié entre la via Hippo i les mitocondries no esta molt clara en altres
models, pero tot i aixd hi ha alguns articles on s’ha pogut establir aquesta
connexio. A D. melanogaster i en cultius de cél-lules de mamifers s’ha pogut
establir que la inactivacié de la via Hippo provoca un increment de la fusid
mitocondrial (Nagaraj et al., 2012; Huang et al., 2018). Aquests resultats
concorden amb els resultats obtinguts en planaries. A més a més, estudis
posteriors han pogut determinar que Aquesta relacio és bidireccional (Deng et
al., 2016). Tot i ser un tema molt interessant encara no es té molta informacio
de com es produeix aquesta dependéncia entre la via Hippo i les mitocondries.

Aquest treball permet afegir coneixement, en un nou organisme model, sobre
els efectes de la via Hippo en la mitocondria. S’ha pogut demostrar que les
mitocondries experimenten canvis en la seva estructura després de la inhibicié
de hpo i que aquests canvis podrien ser els reponsables de la regulacio de la
mort cel-lular, el cicle cellular i fins i tot la determinacio del desti cel-lular.
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3. Limitacions tecniques de I’estudi de les
mitocondries en planaries

Les planaries sén un gran organisme model per a estudis de regeneracio i
creixement perd presenten certes limitacions. La principal limitacié és la
impossibilitat de realitzar transgénics. Tot i que els estudis funcionals per RNAI
s6n molt utils per a I'estudi de la funcié de gens concrets la falta de transgenics
dificulta fer estudis de guany de funcié o obtenir expressido de proteines
exogenes com GFP o altres fluorofors.

L’estudi de l'organitzacid6 mitocondrial ha estat un dels punts principals en
aquest treball. Haver disposat d’un transgénic amb el qual observar la dinamica
mitocondrial hagués proporcionat major informacioé sobre el seu funcionament.
Tots els estudis d’estructura mitocondrial d’aquesta tesis s’han hagut de
realitzar utilitzant imatges de microscopia electronica que tenen les seves
evidents limitacions. La principal limitacio és la pérdua de context en un fenotip
tan sever com és el que es produeix després de la inhibicié de hpo. Ens hem
hagut de centrar en una estructura facilment identificable en els RNAi com ha
estat la capa subepidérmica fet que ens ha fet perdre informacié de qué passa
en altres estructures de la planaria.

A més dels transgénics, I'estudi de la xarxa mitocondrial també és pot realitzar
amb diferents fluorofors que depenen del potencial de membrana. Aquetes
molécules tenen una gran permeabilitat, permetent la seva utilitzacié en cultius
cel-lulars perd també en teixits. L'exemple més conegut és el MitoTraker
(ThermoFisher). Aquest colorant s’adhereix a les membranes mitocondrials
vives permetent I'observacié de les mitocondries funcionals. Per a aquest
treball s’ha intentat aplicar aquest marcatge en animals vius i es va aconseguir
observar una xarxa tubular en les zones més externes de la planaria, pero el
marcatge no penetrava a capes més internes de I'animal (Figura 49). A més, a
I’haver de treballar amb planaries sense fixar I'observacié del marcatge és
complicava a causa del moviment de I'animal. Recentment s’ha publicat un
treball en el que s’utilitza el MitoTraker en FACS per a determinar I'estat
mitocondrial (Mohamed Haroon et al, 2021). Aquesta técnica podria ser
interessant per poder observar diferéncies entre cél-lules que expressen
diferents marcadors de diferenciacio després de la inhibicié de hpo. Hi ha altres
colorants al mercat disponibles que poden ser Utils per marcar I'estructura
mitocondrial. El marcador IraZolve-Mito és capa¢ de mantenir el marcatge de
les mitocondries viables després de fixacié amb diferents tipus cel-lulars i teixits
(Sorvina et al., 2018). Tot i ser un marcatge prometedor en planaries no es va
poder observar senyal.
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Figura 49. Marcatge de mitocondries per MitoTracker en planaries.

Marcatge de la epidermis de la planaria amb MitoTracker i DAPI. La imatge ha estat
obtinguda en planaries no fixades. Barra d’error 10 um.

En aquest treball s’infereix la funcié mitocondrial a partir de la seva morfologia.
Per tal de poder tenir una idea més detallada del funcionament general de la
mitocondria seria interessant poder realitzar estudis funcionals de la
mitocondria. L’estudi del consum d’oxigen cel-lular és un indicador dels
substrats utilitzats per la planaria i de [l'eficiéencia bioenergética. Hi ha
nombroses técniques per a mesurar aquest parametre pero la més sensible i
completa és I'analisi per SeaHorse. Aquest aparell permet determinar el
consum d’oxigen cel-lular i I'acidificacié del medi en preséncia de diferents
drogues. Aquesta técnica, per tant podria inferir el funcionament de la cadena
respiratoria i determinar si les cél-lules utilitzen glicolisis o fosforilacié oxidativa
com a font d’energia (Divakaruni et al., 2014). L’Us de SeaHorse en planaries
ha estat aplicat amb anterioritat i s’han pogut caracteritzar canvis durant la
regeneracié en la glicolisis (Osuma et al., 2018). En aquest experiment
s’utilitzaven animals sense cap pertorbacié génica i de mida controlada. En els
nostres experiments els animals hpo han passat per tres rondes d’inhibicio
donant lloc a un fenotip tan sever que no es veu viable la seva supervivéncia
en aquest experiment. A més, les nostres experiéncies utilitzant plaques
especialitzades en la quantificacioé del consum d’oxigen ens van indicar que les
lectures es saturaven als pocs minuts de la quantificacié. La utilitzacio de
SeaHorse en cultius de cél-lules o en petits extractes de teixit €s molt util pero
per I'ds d’animals sencers amb una alta capacitat metabdlica es necessiten
adaptacions de la tecnologia actualment disponible.

Les planaries son un model amb molt potencial a I'hora de poder estudiar el
seu metabolisme i la seva relaci6 amb la plasticitat cellular. EI major
desafiament en I'actualitat és posar a punt técniques per tal d’inferir el
funcionament dels diferents mecanismes metabodlics.
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4. Estudi de la funcié de foxo en planaries

La caracteritzacié dels gens Fox en planaries ens va permetre descobrir nous
gens importants en la fisiologia de la planaria (Pascual-Carreras et al., 2021)
(Article 1). En aquest estudi vam poder demostrar que la familia FoxO a
planaries compta amb un sol gen, coincidint amb altres invertebrats com C.
elegants o D. melanogaster.

En diversos organismes s’ha relacionat I'activacié de FoxO amb la disponibilitat
de nutrients; I'activacio dels receptor d’insulina permet la inhibicié de I'activitat
de FoxO a través de la via PI3K i AKT (Figura 13a i Figura 25a) (Alessi et al.,
1997; Matsuzaki et al., 2003; Sarbassov et al., 2005). En aquest treball s’ha
demostrat que els nivells de mRNA de foxo es troben disminuits en animals
alimentats, indicant que aquesta relaci6é entre I'estat nutricional i la regulacié
d’aquest factor de transcripcio esta conservada en planaries. A més a més,
altres estudis en planaries, han estudiat el funcionament d’alguns elements de
la via PIBK/AKT. Aquests estudis han demostrat que I'activacié constitutiva de
PIPs, a partir de la inhibici6 de Smed-PTEN-1 i Smed-PTEN-2, augmenta els
nivells de akt. Aquests resultats indiquen que en planaries I'activacié de AKT a
través de la via PI3K esta conservada (Oviedo et al., 2008). Recentment, en el
nostre laboratori hem demostrat que a la seqiieéncia de foxo es conserven els
dominis de fosforilacié de AKT (Pascual-Carreras et al., 2021) (Article 1). A més,
la regulacioé d’alguns aspectes relacionats amb I’homeodstasi cel-lular, com és
I’apoptosi, és inversa en el cas d’AKT i FoxO; després de la inhibicié d’akt hi ha
un augment de la mort cel-lular (Peiris et al., 2016) perd en animals foxo RNAI
la mort cel-lular disminueix, com s’ha evidenciat en aquest treball. Tot aixo
indica que en planaries es troba conservat el mecanisme de regulacié de FoxO
a través de la via PIP3/AKT responent a estimuls nutricionals.

L’estudi en animals intactes ha demostrat el paper que juga foxo en la regulacio
de la mort cel-lular; la inhibicié de foxo no afecta a la mida de I’animal ni la seva
proliferacio pero si que disminueix la mort després de dues rondes de inhibicid.
El resultat d’aquest defectes en el balang cel-lular sén clarament visibles en
I’epidermis on hi ha una pérdua de I’estructura de monocapa i s’acumulen les
cél-lules. EI més interessant d’aquestes acumulacions és que hi trobem una
acumulacio en I'expressié de marcadors que no correspondrien a una cél-lula
diferenciada; hi ha expressio de PIWI, un marcador de neoblasts, present en
cél-lules del marge de I'animal. Aquestes resultats suggereixen que hi ha una
pérdua de la identitat cel-lular. L’observacio d’altres estructures com el sistema
nervios o la faringe, en les que veiem pérdua de céllules diferenciades,
suggereixen que les planaries foxo RNAi presenten deficiencies en el
manteniment de la integritat de les seves estructures, potser per la incapacitat
de mantenir I'estat diferenciat, tal com hem descrit que passa en els animals
hpo RNAI (de Sousa et al., 2018).

Les espécies reactives de I'oxigen sén molécules que, a concentracions
fisioldgiques, actuen com a senyalitzadors cel-lulars, pero la seva acumulacié
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és deleteria per la cél-lula. L’acumulacio espécies reactives de I'oxigen dona
lloc a I'oxidacié de diferents elements cel-lulars que han estat relacionats amb
malalties neurodegeneratives (Liu et al., 2017), arterioesclerosis (Kattoor et al.,
2017) o cancer (Lennicke et al., 2015). En aquest treball hem pogut observar
que en animals foxo RNAI hi ha una disminucio d’alguns dels gens encarregats
del manteniment del balan¢ redox. Després de la inhibicié de foxo durant dues
setmanes podem observar que disminueixen els nivells de RNA de gpx i sod2,
els dos gens on s’ha descrit un motiu d’unié de FoxO. Aquests dos enzims,
juntament amb la catalasa soén els encarregats de I'eliminacié de ROS a la
mitocondria, el major productor de ROS de la cél-lula. Aquests resultats ens
indiquen que FoxO juga un paper important en la regulacié de la desintoxicacio
redox. Tot i aquesta disminucié no hem pogut detectar un augment de ROS en
animals foxo RNAI utilitzant H.DCFDA. Aquest protocol es va posar a punt per
a la realitzacié d’aquest treball i, tot i donar molts bons resultats en animals
control, sembla mancar sensibilitat per detectar canvis més subtils en els RNAI
de foxo. El més probable és que degut a la regulacié a la baixa dels gens
encarregats d’eliminar ROS, hi hagi un increment en algun moment d’aquestes
molécules perd les técniques utilitzades en aquest treball no permeten
detectar-ho.

En P’estudi de la inhibicié de foxo en animals regenerants observem que hi ha
defectes en la regeneracié, perd aquest canvis no estan associats a canvis en
la proliferacio. En diferents organismes, incloent planaries, s’ha demostrat que
les ROS sbn un element senyalitzador per permetre la correcte regeneracié
(Gauron et al., 2013; Love et al., 2013; Pirotte et al., 2015; Santabarbara-Ruiz et
al., 2015). Concretament en planaries s’han descrit defectes en el sistema
nervids quan hi ha inhibicié d’aquestes especies reactives de I'oxigen, similars
a les observades en foxo RNAI (Pirotte et al., 2015). Sabent que FoxO és un
factor de transcripcioé capag d’unir-se a les regions reguladores encarregades
d’eliminar ROS es podria suposar que els defectes en la regeneracio observats
podrien ser induits per mancances en la senyalitzaci6 de ROS. Per tal de
confirmar aquesta hipotesi seria necessari determinar si hi ha un increment de
ROS en diferents punts de regeneracio.

En relacio a la mort cel-lular, podem veure que després de dues setmanes de
inhibicié hi ha una disminucioé de la mort, perd a una sola ronda la mort en foxo
RNAI és major que en controls. Aquests resultats podrien estar indicant que en
els primers estadis d’inhibicié de foxo encara no hi ha implicacié dels gens
encarregats de regular la mort cel-lular. L’'origen d’aquest augment de mort
podria estar relacionat amb un pic de ROS. En els primers dies després de la
inhibicié de foxo hi podria haver un augment de ROS a causa de la inhibicio
dels gens encarregats de la seva eliminacio que provocarien un increment de
mort cel-lular local. Seguidament aquestes ROS podrien ser atenuades, seguit
de lactivacié diferents gens anti-apoptotics o la inhibicié de gens pro-
apoptotics, que donarien lloc a la inactivacio de la mort cel-lular (Figura 50). Per
tal de poder demostrar aquesta hipotesi s’hauria de determinar els nivells de
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ROS amb més precisio i determinar si el pic apoptotic observat a primera
setmana esta localment relacionat amb ROS.

| Estats primerencs | | Estats tardans |
A Apoptosi v Apoptosi
= Proliferacio = Proliferacié
Gens Gens
‘lﬁ’{ x| ‘ﬁ—{é sod2 | pro-apoptotics T anti-apoptotics
IPRfS W Apoptosi

Apoptosis local L. .
e Acumulacio de cel'lules

desdifrenciades

Figura 50. Evolucié de la mort cel-lular en animals foxo RNA..

En els estats primerencs, s’ha observat que hi ha un augment de I'apoptosi sense
increment de la proliferacio. Aquest fenomen podria ser a causa de qué al inhibir FoxO
no hi ha activacio dels gens encarregats de I'eliminacié de ROS gpx i sod2. Aixd provoca
un augment de ROS que acabara desencarant en un augment local de I'apoptosi.

En estats tardans, es manté la proliferacié perd disminueix I'apoptosi. Aquestes
observacions experimentals es podrien explicar per la inhibicié dels gens anti-apoptotics
i/o l'activacio els gens pro-apoptotics per part de FoxO. Tot junt portaria al increment
d’apoptosi observat. La disminucié de la mort cellular seria el desencadenant de
I'acumulacio de cél-lules observada en animals foxo RNA..
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5. Relacié entre foxo i la via Hippo

En aquest treball hem pogut observar que quan hi ha inhibicié de foxo també
hi ha una disminucié de I'expressiéo de hpo. A més a més, hem comprovat,
utilitzant les dades disponibles de ATAC-seq, que en les regions reguladores
del gen de hpo hi ha motius d’'unié de FoxO. Aquests resultats indiquen que
FoxO podria actuar com a regulador directe de hpo. La unié de FoxO a les
regions reguladores de hpo ha estat descrita en altres animals on destaca la
seva importancia en la regulacio de I’homeostasi (Sun et al., 2018; Birnbaum et
al., 2019). Si comparem el fenotip dels animals després de la inhibici6é de hpo i
foxo podem trobar similituds; en ambdds casos hi ha clars defectes que el
manteniment de les estructures diferenciades i aparicié de sobrecreixements.
A nivell molecular podem observar que en els dos casos hi ha aparicié de
céllules que expressen marcadors de desti cel-lular aberrants. En la
comparacié d’aquests dos fenotips també és molt interessant entendre els
canvis en el control de la proliferacid i la mort cel-lular. En ambdds casos hi ha
una clara inhibicié de I'apoptosi després d’unes setmanes de inhibicio. El que
no s’ha detectat en animals hpo RNAI és un augment de la mort cel-lular en els
primers estadis d’inhibicié com passa en els animals foxo RNAIi (de Sousa et
al., 2018). Com s’ha discutit anteriorment aquest pic apoptotic podria estar
relacionat amb la regulacio directa dels gens encarregats de I'eliminacié de les
ROS per part de FoxO i per tant en aquest procés no hi hauria intervencio de
Hpo. A més, si mirem els transcriptoma dels animals hippo RNAi podem
observar que no hi ha canvis en la regulacié dels gens relacionats amb
I’eliminacié de les ROS (de Sousa et al., 2018).

En el cas de la proliferacio en els animals foxo RNAi no hi ha canvis en els
nivells de cel-lules HiP+ respecte als controls, perd si que podem observar un
augment d’aquest marcador de proliferacié en els animals hpo RNAI, tot i que
aquest no esta associat a un augment en la proliferacié siné a una aturada del
cicle cel-lular en fase M (de Sousa et al., 2018). El que indiquen els resultats en
animals hippo RNAI és que no hi ha un augment de la proliferacié en aquests
animals, tal com passa en els animals foxo RNAI. Es interessant mencionar que
després de la inhibicié de foxo no s’han detectat defectes en la regulacié del
cicle cel-lular. Aquest fenomen podria ser explicat a causa de que els animals
foxo RNAi moren abans de poder desenvolupar aquests defectes. Els animals
hpo RNAI sobreviuen les tres setmanes d’inhibicié perd en el cas dels animals
foxo RNAi només viuen un maxim de dues setmanes.

Tots aquests resultats indiquen que a l'inhibir foxo estem afectant diferents
factors imprescindibles per la regulacié de la homeostasi, i entre aquest factors
hi trobem hpo. Es a dir, el fenotip observat a I'inhibir foxo es pot explicar, com
a minim parcialment, per la inhibicié de hpo, pero foxo controla altres factors,
com per exemple els reguladors de les ROS.

En aquest treball hem pogut demostrar que després de la inhibicié de hpo hi
ha un augment de la fusié mitocondrial. Després dels arguments exposats en
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el paragraf anterior seria interessant pensar que en foxo també hi ha alteracions
en l'estructura de les mitocondries a causa de la inhibicié de hpo per aquest
factor de transcripcio. Suposant que aquest increment de la fusié mitocondrial
es produis en animals foxo RNAI, podria esta relacionada en 'atenuacio dels
efectes de les ROS en aquests animals, ja que en altres estudis s’ha demostrat
que l'increment de la fusié de la mitocondries permet regular i disminuir els
nivells de ROS (Yu, Robotham i Yoon, 2006). Per tot aix0d, seria interessant
poder estudiar els canvis en la dinamica mitocondrial en animals foxo RNAI i
veure quin efecte tenen en la regulacio de les ROS.
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6. Senesceéncia en planaries regulada per FoxO

El fenotip que observem després de la inhibicié de foxo podria ser compatible
amb un procés de senescéncia. La senescéncia cel-lular és el procés en el que
una cél-lula interromp el creixement o divisié per tal d’impedir la proliferacié de
noves cel-lules deletéries. L’aparicié d’aquest components nocius és causat per
diferents factors relacionats amb I’envelliment com dany en el DNA, erosié dels
teldmers o la disfuncié mitocondrial (Di Micco et al., 2021). En el cas de les
planaries, al ser organismes immortals, aquet procés no es produeix de forma
fisiologica pero és induida quan s’eliminen els neoblasts per irradiacié (Perrigue
et al., 2015). Altres estudis han demostrat que aquests neoblast son els
responsables de mantenir la mida dels telomers, i per tant, permeten evitar els
processos de senescencia (Tan et al., 2012; Iglesias et al., 2019). També s’ha
estudiat, en planaries, la relacio de la llargada dels telomers amb mTOR, un
dels elements reguladors de foxo. S’ha conclos que I'allargament dels telomers
és depenent de mTOR; quan hi ha inhibicié de for hi ha telomers més llargs i
quan es sobreexpressa, la mida dels teldomers disminueix (Iglesias et al., 2019).
Aquesta ultima situacio seria similar a la que trobem els animals RNAi de foxo.
mTOR és un dels encarregats de fosforilar AKT i impedir I'entrada de FoxO en
el nucli. Per tant, en situacions on hi ha sobreexpressio de mTOR, FoxO
quedara retingut al citoplasma. Seguint aquesta linia de pensament es podia
hipotetitzar que FoxO regula la mida dels telobmers en planaries, i que en
animals foxo RNAI hi ha una disminucié de la mida dels telomers que esta
iniciant el procés de senescéncia. Aquesta hipotesis podria ser validada
quantificat la mida dels telomers en animals foxo RNAi seguint protocols
préviament posats a punt en planaries (Tan et al., 2012; Iglesias et al., 2019).

A més de I'escurgament dels telomers, un dels desencadenants del procés de
senescencia és I'acumulacié d’estrés cel-lular. Durant aquet treball s’ha discutit
la importancia de FoxO en la regulacié de les ROS i com aquet procés podria
ser determinant del fenotip observat en animals foxo RNAIi. La generacié
d’estrés oxidatiu ha demostrat ser el desencantant del procés de senescencia.
Unincrement de ROS provoca danys en el DNA, tant en les zones telomeériques
com genomiques, que indueix una resposta al dany al DNA (DDR) (Chen et al.,
1995; Lu i Finkel, 2008; Rai et al., 2009). La induccié i manteniment de la DDR
és I’encarregada d’iniciar i mantenir el procés de senescéncia (Passos et al.,
2010) (Figura 51). Aquests resultats connectarien amb la hipotesis de la
resposta a estrés (Johnson, Lithgow i Murakami, 1996); I'incapacitat de cél-lula
de regular I'estrés cel-lular és el que provoca I’envelliment.

Com s’ha discutit anteriorment en aquet treball, FoxO permet la regulacio de
hpo i aquest té un paper important en el control de la dinamica mitocondrial.
En els ultims anys s’ha descobert que les mitocondries sén un segell distintiu
de la senescéncia; entre d’altres canvis s’ha demostrat que les mitocondries de
les cél-lules senescents incrementen la seva fusié (Yoon et al., 2006; Mai et al.,
2010; Park et al., 2010; Dalle Pezze et al., 2014). Aquests canvis son
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compatibles amb els resultats descrits en aquest treball, on s’ha demostrat que
la inhibicié de hpo en planaries provoca canvis en I'estructura mitocondrial. En
futurs estudis seria interessant poder estudiar I'estructura i la funcié
mitocondrial en animals foxo RNAIi per poder establir si també es presenten
canvis en l'estructura mitocondrial i quin impacte tenen en el procés de
senesceéncia.

La inhibici6 de foxo en planaries provoca canvis cel-lulars que serien
compatibles amb el procés de senescéncia. En aquest treball no s’ha
profunditzat en la relacié directa entre foxo i hpo en la iniciacio6 i el manteniment
de la senescéncia pero s’han assentat els coneixements per a futurs estudis en
el camp del envelliment.
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Figura 51. Model de I'inici del procés de senescéncia després de la inhibicié de
foxo.

A causa de la inhibicid de foxo s’incrementen els nivells de ROS provoca alhora
I’escurcament dels telomers i danys en el DNA a causa dels seus radicals lliures. La falta
de FoxO també podria activar I'escurgament dels telomers. Tant la reduccié de la mida
dels telomers com el dany al DNA activa la DDR que acabara desbocant en linici del
procés de senescéncia. Aquest procés es caracteritza per la disminucio de I'apoptosi,
arrest del cicle cel-lular, canvis metabdlica i un augment de la fusié mitocondrial.
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7. Avaluacio de I'obtencié de dades de
transcriptomica utilitzant ONT

El disseny experimental d’aquest treball es basa en seqlenciar planaries en
tres condicions fisiologiques diferents: alimentades, desdejunades i regenerats.
Les tres condicions seleccionades haurien de permetre obtenir una col-leccio
d’ARNs amplia. A més a més, la determinacidé de gens diferencialment
expressats entre aquestes diferents condicions ens podria ajudar a entendre
millor els processos genétics i moleculars implicats en la regeneracio i
renovacio tissular de les planaries. En el disseny i la preparacié de les llibreries
es va decidir utilitzar quatre répliques bioldogiques per condicid, per tal d’evitar
perdre robustesa estadistica en cas d’haver de descartar alguna réplica. Aquest
disseny experimental ha demostrat ser util ja que es va haver d’eliminar una
réplica per la condicié “Fed” i un altra per la condicié “Reg”, i tot i aix0 s’han
pogut fer les analisis posteriors amb suficient robustesa.

Les diferents condicions experimentals es van multiplexar utilitzant els sistema
de barcodes d’ONT. Al seqlenciar totes les condicions alhora com un sol
conjunt de sequéncies, evitem possibles biaixos associats a sequenciar cada
mostra en un experiment diferent, minimitzant I'efecte “batch” produit per
aparells diferents i la manipulacié de les mostres per separat. Aquesta
aproximacié ha demostrat reduir la variancia técnica entre repliques. A més,
aquesta estratégia és més efectiva a nivell de cost ja que redueix el temps de
preparacié de les llibreries i la quantitat de reactius utilitzats. En aquest
experiment es va observar que la majoria de seqiéncies varen poder ser
demultiplexades correctament i només un petit percentatge va ser assignat
com a no classificat.

L’us de la tecnologia ONT permet obtenir seqliiencies de llargada completa.
Aquesta aproximacié el que pretén és poder recuperar transcrits reals; al no
passar les mostres per un procés de fragmentacio no es corre el risc d’obtenir
contigs amb artefactes creats per la reconstrucci6 computacional. La
sequenciacié amb ONT es distingeix de la resta de métodes de sequenciacio
disponibles actualment en que no és un sistema bastant en polimerasa.
Aquesta innovacido permet eliminar biaixos de sequienciacid en preséncia
d’homopolimers i regions de baixa complexitat (Dohm et al., 2008; Harismendy
et al., 2009; Nakamura et al., 2011), suposant un gran avantatge en planaries,
on s’ha demostrat que hi ha acumulacions d’homopolimers A-T (Grohme et al.,
2018).

El principal inconvenient d’ONT és la relativament elevada taxa d’acumulacio
d’errors, aproximadament un 14% (Workman et al., 2019), perd amb I'avantatge
que aquests errors estan repartits de forma estocastica, és a dir, sense biaix
per posicié o composicié a la sequiéncia. La distribucié aleatoria dels errors
permet I'autocorreccio de les seqiéncies si es té la suficient profunditat de
sequenciacio, o bé si es realitza un alineament dels reads contra els
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transcriptomes o genomes de referéncia. En aquest treball s’ha utilitzat el
mecanisme d’autocorreccidé dels reads implementat per RATTLE. Aquesta
estratégia ha donat resultats satisfactoris tot i que podrien ser millorats per una
segona ronda de correccio, o bé I'alineament contra el transcriptoma de
referéncia.

En el calcul dels ORFs varem poder comprovar que efectivament hi podria
haver alguns errors a nivell de seqliéncia en els contigs del nostre nou
assemblatge. Quan es va determinar 'ORF més llarg per a cada contig
s’obtenien ORFs molt més curts que els transcrits. Aquest resultat estaria
indicant la preséncia de canvis en els nucleotids que provoquen la finalitzacio
prematura de la pauta de lectura. En canvi quan s’utilitza ESTscan, programa
que permet la correccio de les seqléncies tant a nivell de substitucions com
d’insercions/delecions, es veu que millora considerablement el ratio entre la
mida del contig i la de 'ORF predit. Aquests resultats reforcen més la hipotesi
que es necessita una nova ronda de correccio dels contigs.

La informacié aportada per la prediccio dels ORFs també ens permet comparar
la qualitat del nostre assemblatge amb els transcriptomes de referéncia actuals
(Figura 40). La principal diferéncia entre els diferents assemblatges és la
quantitat en nombre de sequéncies; en el nostre cas tenim un nombre de
contigs molt inferior als altres transcriptomes pero, tot i aixd, mantenim una
qualitat de seqlieéncies comparables a aquests assemblatges de referéncia. La
quantitat de contigs obtinguts podria ser optimitzada millorant les llibreries en
afegir condicions experimentals més extremes per forcar I'expressio de més
gens i recuperar d’aquesta forma més transcrits.

Les dades obtingudes han estat afegides al navegador gendmic JBrowse de
PlanNet permetent una visid6 més clara dels nostres resultats. S’ha pogut
observar com molts contigs corresponen a altres anteriorment descrits pero en
alguns casos podem observar I'aparicio de isoformes anteriorment no descrites
com la que es mostra a la Figura 41a. El gen representat en aquesta figura
presenta un homoleg en huma, afg3/2, on s’ha demostrat que canvis en seu
splicing canvien la seva localitzacié celllular de la mitocondria al reticle
endoplasmatic, el que provoca danys neurovegetatius en cervell i retina
(Mancuso et al., 2012). Aquest només és un exemple que diferents isoformes
poden donar lloc a canvis en la seva funcid. Els resultats d’aquest treball ens
permeten demostrar que el métode de seqlenciacié és efectiu, a I'obtenir
noves isoformes de splicing que anteriorment no havien estat descrites i podria
suposar una millora en l'estudi funcional de variants géniques en aquesta
especie.

Les analisis d’expressio diferencial s’han fet utilitzant el paquet 1imma dins
I’entorn de R; aquest paquet permet la normalitzacié de les dades per tal de
poder-les ajustar a un model lineal i finalment poder realitzar els contrasts
d’hipotesis desitjats (Ritchie et al., 2015). L’eleccié d’aquesta estratégia per
sobre d’altres llibreries populars en 'analisi d’expressio diferencial, com les
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incloses en els paquets edgeR 0 DESeq?2, €s la possibilitat de normalitzacié de
dades de RNA-seq amb el model lineal que ofereix el filtre voom. Aquest
meétode estima la relacié mitjana de les variancies dels comptatges generant
pesos precisos per a cada observacié, alhora que es consideren menys
assumpcions sobre la distribucio intrinseca de les observacions en comparacié
amb la resta de métodes (Law et al., 2014).

La sequenciacio de ONT ha permés I'obtencié d’un nou transcriptoma de bona
qualitat i amb transcrits de llargada completa. A més a més hem demostrat que
el métode és util, no només per a I'obtencié de nous transcrits de qualitat, sind
que també es poden realitzar analisis de DGE de forma eficient. En un futur
seria interessant poder seguir utilitzant aquesta técnica per tal de millorar el
cataleg de transcrits en S. mediterranea.
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8. Adaptacio de les planaries a diferents condicions
fisiologiques

El resultats de les analisis de DGE indiquen que hi ha un nombre considerable
de gens que varien en les diferents condicions experimentals del nostre
disseny. Aquest resultat indica que la seqlenciaci6 amb ONT no només
proporciona dades fiables per a la reconstruccié de nous transcriptomes sin6
que també permet realitzar analisis d’expressié diferencial. A més a més, hem
pogut trobar la preséncia de bls, un gen descrit com a imprescindibles per la
transicié entre diferents condicions alimentaries (Eudald Pascual-Carreras et
al., 2020) refor¢cant encara més la robustesa del métode de seqienciacié.

Les diferents comparacions ens han permés identificar processos clau per a la
transicié entre diferents situacions fisioldgiques de la planaria. A més a més
d’aquestes dades, a partir de les dades representades en el digrama de Venn
de la Figura 48, s’han obtingut una série de gens que sén comuns que podriem
qualificar com a gens especifics per a cada una de les condicions
experimentals. Aquesta llista de gens conformen una série de gens candidats
interessants a estudiar per poder aprofundir en la genética que regula els
canvis entre els diferents estats fisiologics en la planaria.

De l'analisi dels gens especifics en cada condicio fisiologica destaca la gran
quantitat de gens de la condicié d’alimentats; indicant que aquesta condicié
necessita un major nombre de adaptacions que en la resta de casos. Es
interessant entendre que quan la planaria s’alimenta hi ha un augment de la
seva mida, el que implica una major nombre de cél-lules (Baguha et al., 1990).
En el marc d’aquest procés de creixement és logic que hi ha hagi una major
expressio de gens relacionats amb la transcripcid i la traduccid, a més a més
de gens implicats en la biosintesis de molécules metaboliques imprescindibles.
A més, també veiem que hi ha expressio de gens relacionats amb la regulacié
del citoesquelet que no només esta relacionat amb els canvis en I'estructura
cel-lular siné que també té un paper important en la formacié del fus mitotic. Si
ens fixem en les analisis de GO realitzades en les dues comparacions on hi ha
animals alimentats (Figura 45i Figura 46) veiem que tenen en comu les GO de
la regulaci6 de la mitosi i del citoesquelet. A més a més del citoesquelet, a la
lista de gens candidats importants en animals alimentats, també hi trobem la
preséncia de gens importants per a la formacié i desenvolupament de muscul.
Quan els animals augmenten de mida, a causa de I'alimentacio, hi ha un
augment de la mida de totes les estructures pero la regulacié i formacié de
muscul és especialment important ja que envolta tot I'animal i és I'encarregat
de I'expressi6 dels gens d’informacié posicional (PCG) (Witchley et al., 2013;
Scimone et al., 2016; Lucila Scimone, Cote i Reddien, 2017; Fincher et al.,
2018).

A més dels canvis directament relacionats amb el canvi de mida, en les
planaries alimentades també destaca de forma important I'aparicié de gens
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encarregats de corregir proteines plegades incorrectament com les xaperones
i les coxaperones. Un dels gens obtinguts en aquest treball, dnajat, ha estat
estudiat amb anterioritat i s’ha vist que té un rol en el manteniment de la
homeostasi de la planaria. En aquest estudi es descriu la interaccié de DNAJA1
amb PIWI, que permet [Iestabilitat d’aquest ultim, implicant-lo en el
manteniment de la integritat dels neoblasts (Wang et al., 2019). Aquest resultat
valida la importancia de dnaja? en animals alimentats, ja que sense I'acci6
d’Aquesta coxaperona no és possible la divisio dels neoblasts per permetre el
creixement de la planaria. Estudis més recents han demostrat que I'activacié
de la resposta a proteines mal plegades (UPR) en animals alimentats preserva
la fiabilitat mitotica. En aquest mateix estudi observen que la inhibicié de la
xaperona TRiC/CCT causa defectes en animals regenerats i desdejunats pero
que a I'alimentar aquests animals I'activacio de la UPR permet revertir aquests
defectes (Gutiérrez-Gutiérrez et al., 2021).

En aquest treball s’ha estudiat el paper de foxo, un gen regulat per
modificacions post-transcripcionals en animals alimentats. Seria interessant
poder estudiar la relacié que podria tenir foxo amb la UPR ja que en altres
models animals s’ha relacionat la funcié d’aquest factor de transcripcié amb la
regulacié de xaperones i coxaperones (Gonzalez-Quiroz et al., 2018). A més a
més, I'activacié de la UPR no només s’ha estudiat en el context de canvis
alimentaris sind6 que també s’ha determinat que esta relacionada amb la
disminucio de I'esperanga de vida en S. cerevisiae (Chadwick et al., 2020). Com
s’ha discutit en aquest treball, és possible que en les planaries, com en altres
organismes, foxo siguin un dels reguladors de I'’entrada en senescéncia de les
cél-lules, fent encara més interessant estudiar la UPR i la seva relacié amb foxo.

A més del seu rol en envelliment la UPR també ha estat relacionada amb cancer
(Madden et al., 2019). Concretament alguns estudis relacionen I'aparicié de
sobrecreixements a la activacié de la UPR a través de la via Hippo (Wu et al.,
2015). En les planaries, si busquem les xaperones i coxaperones que apareixen
com a gens especifics en el creixement, trobem que aquestes es troben
diferencialment expressades en animals hpo RNAI, a excepcié del gen que
codifica per la xaperona mitocondrial hspd1. La xaperona hspa8 i la coxaperona
associada dnaja1 es troben regulades a la baixa en animals hpo RNAI, mentre
que la resta de xaperones estan regulades a I'alta. L’explicacio més plausible
€s que en aquests animals hpo RNAI hi ha una major activacié de la UPR que
permet I'aparicié de sobrecreixements, perd aquests sobrecreixements no son
a causa d’'una major proliferacio cel-lular, ja que hi ha una regulacio a la baixa
de dnaja1 que impedeix la correcta divisio dels neoblasts. L’arrest en fase M en
animals hpo RNAI ha estat demostrat en treballs anteriors del nostre laboratori
(de Sousa et al., 2018).

Entre els gens implicats en I'alimentacié destaquen diversos gens relacionats
amb I'accié de la mitocondria, com pugui ser els gens metabolics. En aquest
treball s’ha estat estudiant com I'estructura mitocondrial canvia amb la inhibicio
de hpo formant mitocondries més fusionades. S’ha demostrat també que
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aquestes mitocondries s6n més bioenergétiques. Aquests canvis estructurals i
funcionals de la mitocondria podrien estar relacionats amb I'augment de gens
biosintétics que apareixen com a importants per al procés d’alimentacié. Es
més, alguns dels gens relacionats amb I'anabolisme que sén importants en
animals regenerats apareixen també regulats a I'alta en animals hpo RNAi com
és el cas de bhmt, agps, mat2a, qpct, aldh18a1, gbe1, odc1, pck2, ddhd2, ets2
i Ipcat1.

En conclusié es podria hipotetitzar que després de la inhibicié de hpo s’activa
el “programa definit per animals alimentats” que seria el responsable de
I'aparicié de sobrecreixements. Per tal de poder comprovar aquesta hipotesis
es podria plantejar inhibir conjuntament gens regulats a I'alta en animals hpo
RNAI, i importants pel creixement de la planaria, juntament amb hpo i
comprovar si hi ha un rescat del fenotip.

Trobem un nombre molt petit de gens que podrien ser classificats com
importants en la condicié d’animals dejunats. Destaca chac?, un gen que ha
estat relacionat amb I'apoptosi (Mungrue et al., 2009). Seria interessant
estudiar el seu rol durant el decreixement de la planaria, quan no hi ha
preséncia de nutrients.

En la llista de gens especifics per la regeneracié tenim un nombre major de
gens que serien interessants estudiar. Entre aquest gens destaca ccnt2 una
ciclina que ha estat identificada anteriorment en planaries pero de la que no
s’han fet estudis funcionals (Zhu i Pearson, 2013). Podria ser interessant
determinar si aquest gen compleix un rol especific com una ciclina relacionada
amb el procés de regeneracio en planaries. En animals regenerats també
destaca sae? un gen relacionat amb el procés de SUMOirilacio. Estudis previs
han establert la importancia d’altres gens relacionats amb aquest procés en la
regeneracié de planaries (Thiruvalluvan et al., 2018). En aquest estudi es va
determinar la conversacié de la SUMOirilacié en planaries i es van identificar
diferents gens importants de la via entre els que podem trobar sae 1 encarregat
d’activar SUMO, I'’enzim encarregat de la modificacié post-traduccional. També
es demostra en aquest estudi que la SUMOrilaci6 és necessaria per la
regeneracié en planaries. Els animals regenerants estudiats han estat amputats
18 hores abans de I’extraccid del seu mRNA. En aquest punt de regeneracio el
que podriem estar observant son canvis locals deguts a la preséncia de la
ferida. Si s’analitzessin animals a uns quants dies de regeneracié podriem
observar efectes en la remodelacié global de la planaria. A més a més, cal
recordar que aquests animals han estat desdejunats durant dues setmanes
abans del inici del procés experimental.

Aquesta analisi d’expressio diferencial ha permés obtenir un conjunt de gens
molt interessants per tal de poder estudiar els canvis entre les diferents
condicions fisiologiques de la planaria. Tot i aixd en aquest experiment no s’han
pogut analitzar canvis a nivells de isoformes. Hem pogut observar que la
sequenciacié per ONT obté diferents isoformes d’un sol gen pero tot i aixi no
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hem observat canvis en I’expressié génica a aquest nivell. Seria interessant
poder repetir aquesta seqlienciacié per tal d’obtenir un major nombre de
contigs que ens permetessin arribar a discernir canvis a nivell de isoforma.



Conclusions

Les conclusions d’aquesta tesis son:

1.

10.

La inhibicié de gens amb funcié mitocondrial, regulats a la baixa després
d’inhibir hpo, fenocopien hpo, indicant que la regulacié de la funcié de la
mitocondria podria ser una diana de la via Hippo.

Després de la inhibicié de hpo les mitocondries canvien la seva mida i la
seva forma donant lloc a mitocondries més fusionades.

Les mitocondries més fusionades presents en animals hpo RNAi s6n més
eficients energéticament.

La inhibicio de foxo dona lloc a animals amb defectes en la regeneracio i
en el manteniment de la homeodstasi molt semblants als animals hpo RNA..

La inhibicié de foxo en animals intactes no afecta a la proliferacié pero si
que inhibeix I’'apoptosi, donant lloc a acumulacions de céel-lules.

Gens encarregats de I'eliminacié de ROS tenen motius d’unié a FoxO a la
sevaregi6 reguladora, i la inhibicio de foxO provoca la disminucio d’aquests
gens diana. Per tant, FoxO regula I’eliminacié de ROS.

hpo presenta motius d’'unié a FoxO a la seva regi6 reguladora i la inhibicio
de foxO provoca la disminucié de hpo. Per aquest motiu, part del fenotip
observat en animals foxo RNAi podria ser explicat perqué hpo és un gen
diana de FoxO.

El métode posat a punt per a la preparacié de les llibreries, etiquetatge per
barcodes i sequenciacié ens proporciona bons resultats per obtenir
transcrits de llargada completa amb ONT.

L’autocorreccio aplicada per RATTLE permet I'obtencio de contigs de bona
qualitat, perd és recomanable realitzar una segona ronda de correccio.

L’'analisi de DGE, realitzat amb els transcrits obtinguts de la seqtienciacio
amb ONT, ha demostrat que hi ha gens diferencialment expressats entre
les diferents condicions experimentals, validant el métode de sequlienciacio.

97
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11. Els resultats de DGE proporcionen una llista de gens claus responsables
dels canvis fisiologics a les planaries tot i no obtenir resolucié a nivell de
isoformes.



Materials i metodes

Manteniment de les planaries

L’espéecie utilitzada per a aquest treball és la soca clonal BCN10 de Schmidtea
mediterranea asexual. Les planaries es mantenen a 20°C en medi artificial de
planaria (PAM) (0.016 mM NaCl, 0.01 mM MgSQ4-7H20, 0.012 mM NaHCOs,
0.001 mM KCI, 0.001 mM MgCl>:6H20, 0.01 mM CaCl>:2H20) (Cebria i
Newmark, 2005). Els animals s’alimenten cada setmana dos cops amb fetge de
vedella ecologic. Abans de cada experiment els animals no sén alimentats com
a minim durant una setmana.

Determinacio de la mida de les planaries

Per tal de poder garantir la homogeneitat de les mides de les planaries, en
experiments on la mida és un factor rellevant, les planaries so6n mesurades
abans de comencar els experiments. A més, aquest sistema permet identificar
canvis en la mida del animals al llarg dels experiments. En primer lloc es
seleccionen a ull les planaries que presenten la mida d’interés. Cada planaria
es va depositant en un pouet d’'una placa amb aigua per a planaries (PAM).
Aquestes planaries son després fotografiades amb una camera Scmex 3.0 de
la lupa binocular Zeiss Stemi SV 6 i les seves arees son calculades manualment
utilitzant Fi31i (Schindelin et al., 2012). A partir d’aquestes mesures es crea
una taula en la qual s’inclou l'area de la planaria i la seva posicio a la placa.
Aquesta matriu de dades és processada amb R (R Core Team, 2020), on es
divideixen els animals en diferents grups mantenint la mateixa variancia. En un
primer filtratge s’eliminen aquells individus que presenten valors aberrants. La
funcid utilitzada per I'assignacio aleatoria de les planaries en els diferents grups
és create groups del paquet minDiff (Papenberg, 2018). Si es vol seguir
mesurant la mida de les planaries durant diferents moments del experiment es
tornen a fotografiar les planaries i a mesurar la seva area seguint el procediment
anteriorment descrit.

Clonatge de gens candidats

Els gens candidats estudiats en aquest treball es van clonar a partir del cDNA
total de la planaria utilitzant encebadors especifics de cada gen. Es dissenyen
un parell d’encebadors externs i un encebador intern per a cada gen per tal de
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poder portar a terme una PCR niada (Taula 1). El fragment d’interés amplificat
es clona al vector pCRIl (Sigma), amb el que es transforma la soca competent
de E. Coli DH5a (Fisher Scientific). D’aquest cultiu de bacteris es purifica el
vector amb el fragment del gen d’interés utilitzant el kit Plasmid DNA mini kit |
(Omega).

Taula 1. Encebadors utilitzats pel clonatge dels gens candidats.

Gen Encebador directe Encebador indirecte
bck tggccaatgaactgcaacaa cccggcattctttgtggaaa
cecr5 agaaaggaaactagatcccgtagaag ctgaactcttaacttctgcectttctt
tdh caatgctccaaagaccctga gcatctaaagtcaagcgcaaa

Gen Encebador intern

bck ggattagctgctcgaggttg
cecr5 ggctgaagcagttttaccaag
tdh gcatctaaagtcaagcgcaaa

Inhibicié per RNAi

La inhibicié dels gens es realitza a través de RNA d’interferencia (RNAI)
(Alvarado i Newmark, 1999). Aquesta técnica es basa en la injeccié de RNA de
doble cadena (dsRNA) a la zona prefaringea dels animals. El dsRNA es sintetitza
in vitro seguint el protocol publicat per Sanchez-Alvarado i Newmark (Alvarado
i Newmark, 1999). Les injeccions (3 injeccions x 32,2 nl cada una) es realitzen
durant tres dies consecutius al sistema digestiu de I'animal utilitzant el
nanoinjector Nanoject Il injector (Drummond Scientific Company). Si cal repetir
la inhibicié per potenciar el fenotip, el dsRNA s’injecte 3 dies més, la seglient
setmana. Cada setmana constitueix una ronda. Depenent de I'experiment varia
el nombre de rondes d’injeccio. Els experiments es porten a terme amb animals
desdejunats durant com a minim una setmana. En el cas que es vulgui observar
la regeneracio, els animals sén amputats un dia després de I'Ultima injeccid
(Figura 1). S'utilitza gfp (green fluorescent protein) com a control en tots els
experiments ja que aquest és un gen que no es troba present en el genoma de
la planaria perd permet I’activacié de la maquinaria de silenciament génic.

Marcatges per immunohistoquimica en animals sencers

El marcatge per immunohistoquimica en animals sencers consisteix en marcar
proteines concretes de la planaria utilitzant anticossos especifics. Quan ens
referim a animals sencers significa que s’utilitza tota la planaria sense
seccionar-la per realitzar el protocol. Els marcatges utilitzant
immunohistoquimica en animals sencers es realitzen segons ha estat descrit
anteriorment (Ross et al., 2015). En resum, els animals sén matats amb 2% HCI
a 4°C i fixats amb 4% formamida (FA) durant 15 minuts. La clarificacio dels
animals es fa utilitzant H202 durant tota la nit. El dia seglient es bloqueja amb
1% BSA i finalment els animals sén incubats amb I'anticos primari tota la nit a
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4°C. Un cop el primer anticds ha reaccionat es renten les restes d’anticos
primari i es realitza la incubacié amb I'anticds secundari, conjugat amb un
fluorofor, també tota la nit a 4°C. Finalment, es procedeix a rentar les planaries
de les restes d’anticossos i a la tincié de nuclis amb DAPI (1:5000, Sigma).

Els anticossos primaris utilitzats son: ratoli anti-synapsin (anti-SYNORF1, 1:50;
Developmental Studies Hybridoma Bank, lowa City, IA, USA), conill anti-
phospho-histone H3 (anti-PH3-Ser10, 1:500; Cell Signaling Technology), ratoli
anti-VC1 (anti-arrestin, 1:15,000, cedit pel prof. K. Watanabe) i B-cateinina (anti-
Bcat2; 1:2000; anticos propi). Els anticossos secundaris emprats son: Alexa
488-conjugated cabra anti-ratoli (1:400; Molecular Probes, Waltham, MA, USA)
i Alexa 568-conjugated cabra anti-conill (1:1000: Molecular Probes, Waltham,
MA, USA).

Marcatges per immunohistoquimica en talls

Les immunohistoquimiques sobre talls es basen en incloure les planaries en
parafina per després tallar mircoseccions de [l'animal. Les
immunohistoquimiques d’aquest treball s’han realitzat seguint els protocols
préviament descrits (Adell et al., 2018). En resum, els animals sén matats amb
2% HCI i fixats amb 4% PFA durant 2h. Un cop es tenen els animals fixats
s’inclouen en parafina realitzant rentats progressius de PBS, PBS-etanol,
etanol, etanol-xile, xilg, xile-parafina i finalment parafina. Els animals inclosos en
parafina es seccionen utilitzant un microtom. Els talls de parafina soén
seguidament sotmesos a una immunohistoquimica: bloqueig, incubaci6é de
I’anticds primari i finalment incubacié de l'anticos secundari i marcatge dels
nuclis amb DAPI (1:5000, Sigma).

En aquest treball s’ha utilitzat I'anticos primari de conill anti-PIWI (anti-SMEDWI;
1:1000; cedit pel laboratori de la Dra. Bartscherer) i el secunadri Alexa 568-
conjugated cabra anti-conill (1:1000: Molecular Probes, Waltham, MA, USA).

Marcatges per hibridacioé in situ en animals sencers

El marcatge per hibridacié in situ permet marcar RNA de la planaria a partir de
la hibridacié de sondes complementaries. Les hibridacions in situ, aixi com la
sintesis de sondes, d’aquest treball han estat realitzades seguint el protocol
descrit anteriorment (Currie et al., 2016). En resum, els animals s6n matats amb
5% de N-acetil cisteina (NAC) i fixats amb 4% FA durant 15 minuts. Un cop els
animals estan fixats sén tractats amb una solucié reductora (DTT, NP-40 i SDS)
i metanol per tal de disminuir el soroll de fons. La clarificacié dels animals es fa
utilitzant H2O2 durant 2 hores. Els animals blanquejats sén incubats amb la
sonda especifica durant aproximadament 16h a 56°C. Les sondes estan
marcades amb nucledtids modificats amb desoxigenin (DIG). Un cop hibridada,
la sonda es renta a concentracions decreixents de SSCTx. El segiient pas és
incubar en solucié de bloqueig i incubar amb anticés anti-DIG conjugat amb
fosfatasa alcalina (anti-DIG-AP; 1:4000;Roche). Un cop el I'anticos ha hibridat
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es renten les restes i es revela la in situ utilitzat una solucid comercial de
NBT/BCIP (Roche) a una concertacio final de 20 pl/ml.

Assaig d’activitat de Caspasa 3

Després de les rondes d’inhibicié pertinents segons cada RNAI, s’extreu la
proteina dels animals. La homogeneitzacié es realitza tallant les planaries amb
una fulla esmolada en tampé de lisis (5 mM Tris-HCI a pH 8.0, 20 mM EDTA,
0.5% Triton X-100). Els lisats es sotmeten a 10 minuts de centrifugacio a
13000g a 4°C. Es recupera el sobrenedant i es quantifica la concentracié de
proteina per Bradford. El procés d’extraccié de proteina i de quantificacié de
I'activitat Caspasa 3 es descriu a Gonzalez-Estévez et al., 2007. Aquest protocol
es basa en I'avaluacié de I'activitat Caspasa a partir de la transformacio d’un
substrat fluorescent. Per a fer I'assaig de Caspasa 3 s’utilitzen 20 mg d’extracte
de proteina. El reactiu utilitzat per avaluar I'activitat Caspasa 3 és Ac-DEVD-
AMC Caspase-3 Fluorogenic Substrat (BD Pharmingen) i com a control
s’utilitza I'inhibidor de I'activitat Caspasa 3 Z-DEVD-FMK, Caspase-3 Inhibitor
(BD Pharmingen). Per mesurar la fluorescéncia s’utilitza I'espectrofotometre de
placa Fluostar Optima microplate fluorescence reader (BMG Labtech) amb la
configuracio: excitacié 380 nm; emissio, 440nm.

Assaig de TUNEL sobre talls

El marcat de final de tall de dUTP de Terminal deoxinucleotidil transferasa
(TUNEL) és basa en marcar els extrems -OH terminals lliures creats a causa
del procés d’apoptosi. El protocol per TUNEL en animals sencers ja ha estat
descrit anteriorment (Pellettieri et al., 2010), perod I'adaptacié d’aquest técnica
a talls de parafina encara no es troba publicat (Rossellé i Adell 2021, under
review). El protocol complet de com realitzar I'assaig de TUNEL sobre talls es
pot trobar I'Article 2. En resum, els animals es maten amb 2% HCI i fixats amb
4% PFA durant 2h a 4°C. Un cop es tenen els animals fixats s’inclouen en
parafina realitzant rentats progressius de PSB, PBS-etanol, etanol, etanol-xile,
xilé, xilé-parafina i finalment parafina. Els animals inclosos en parafina es
seccionen utilitzant un microtom. Els talls de parafina sén seguidament
sotmesos a tractament de TUNEL utilitzant el kit ApopTag Red In situ Apoptosi
Detection Kit (CHEMICON) i seguint les indicacions del fabricant. Un cop
finalitzat el marcatge de les cél-lules apoptotiques els nuclis es marquen amb
DAPI (1:5000, Sigma).

Western blot

Les planaries es dissocien amb lisi buffer (25 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 mM EDTA,
1% SDS) per ser seguidament sotmeses a cicles de congelacié ebullicio.
L’ultim pas d’ebullicié es realitza a 95°C durant 15 minuts per assegurar la
desnaturalitzacié de les proteines. Els extractes de proteina obtinguts sén
quantificats per Bradford. 40 ng/ml d’aquesta proteina s’utilitzen per correr en
gels de poliacrilamida SDS-PAGE del 12% i, finalment, es transfereixen a
membranes de Westen blot de nitrocel-lulosa (GE Healthcare Life Science). La
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membrana s’incuba amb els anticossos ratoli anti-Citrat sintetasa (anti-CS;
1:2500; SCBT) i conill anti-Histona 3 (anti-H3; 1:30000; Milipore). Després de la
incubacié amb els anticossos primaris aquests son detectats amb els
corresponents anticossos secundaris conjugats amb peroxidasa (POD); cabra
anti-ratoli-POD (1:2000; Fisher Scientific) cabra anti-conill-POD (1:4000; Fisher
Scientific). El senyal és finalment revelat utilitzant el Amersham ECL Prime
Western Blotting Detection Reagent i la quimioluminescéncia resultant es
detecta utilitzant el detector LAS 4000 (Fujifilm). Les quantificacions es realitzen
amb el programa MultiGauge i es varen normalitzar respecte el senyal d’anti-
H3.

Deteccid dels nivells de ROS

L’experiment es fa amb 3 répliques bioldgiques per condicid; en cada una de
les mostres hi ha un minim de 5 planaries. La homogeneitzacio es realitza tallant
les planaries amb una fulla esmolada en tampd de lisis (5 mM Tris-HCI a pH 8.0,
20 mM EDTA, 0.5% Triton X-100). Els lisats es sotmeten a 10 minuts de
centrifugacié a 13000g a 4°C. Es recupera el sobrenedant i es quantifica la
concentracié de proteina per Bradford. En plaques de 98 pouets opaques
(Costar) es pipeteja la barreja de reaccioé que consisteix en 20 ug de proteina
0,5 mg/ml de DCFDA (Sigma) i tampé de lisis. La barreja de reaccio s’incuba a
37°C durant 30 minuts. La florescéncia resultant de la interaccio de la DCFDA
amb les ROS es mesura amb I'espectrofotdmetre de placa Fluostar Optima
microplate fluorescence reader (BMG Labtech) amb la configuracié: excitacio
495 nm; emissio, 520nm.

Captura i quantificacié de imatges de florescéncia

Les imatges de les immunohistoquimiques i TUNEL han estat adquirides utilitzat
el microscopi confocal Zeiss LSM 880 (Zeiss, Oberkochen, Alemanya). Les
imatges d’hibridacions in situ han estat adquirides amb la lupa binocular MZ16F
(Leica) equipada amb la camera ProRes C3 (Jenopik). Les imatges d’aquest
treball mostren les seccions representatives.

La quantificacié del nombre de cél-lules H3P+ i TUNEL+ en tot el animal es fa
manualment. En el comptatge de cél-lules H3P+ el nombre total de cél-lules
positives es divideix per I’area de I'animal. En les seccions de TUNEL es conten
un minim de 30 seccions transversals representatives per animal. El nombre de
cél-lules positives per TUNEL es divideix per la area mitjana de les seccions de
I’animal. Les arees son calculades utilitzant Fiji (Schindelin et al., 2012). En
la quantificacié de les cél-lules epidérmiques el nombre de nuclis es conta
manualment i es divideix per I'area total de la imatge. Totes les imatges son
analitzades cegament i després s’agrupen depenent de les condicions. Com a
minim es varen analitzar dos animals per condicio.
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Tractament dels animals per I'obtencié de les imatges
d’ultraestructura

En aquest treball s’utilitzen dues técniques per a I'observacio de la
ultraestructura: la microscopia electronica de transmissié (TEM) i la
microscopia electronica de rastreig de cara en série (SBFSEM). Per a ambdues
técniques la fixacio i tincié de les planaries és comu.

Es fixen planaries utilitzant la solucié de fixacié (2% PFA, 2.5% glutaraldehid,
dissolt en tampd EM). Tampé EM (0.07mM CaCo, 0.01mMcaClz dissolt en
aigua). La tincio de les mostres es realitza amb una solucio d’osmi (1% tetradxid
d'osmi en tampo EM). Finalment els animals sén inclosos en resina EPOXI.

Obtencidé d’imatges per TEM i estudi de I’estructura mitocondrial

A partir de les mostres tenyides i incloses en EPOXI s’obtenen ultrafins seguint
el procediment estandard del servei de ultramicrotomia de CCiTUB. Aquests
talls son observats al TEM Tecnai Spirit 120kV. S’observen un minim de tres
animals per condicio on es realitzen imatges de com a minim tres animals per
condicio, dels quals es van realitzar imatges de com a minim tres ultrafins
diferents.

Les imatges resultants sén tractades amb el programa Fiji on es calcula
I’area i el perimetre de les mitocondries i la longitud de les crestes utilitzant les
mesures de la eina Mesure. El calcul de la circularitat (circ.) i la relacio
d’aspecte (AR) es fa utilitzant les seglients formules:

Circ.= 41112 on a representa area i p perimetre
p

A . . y . . N . y
AR = A—M on Aw simbolitza I'eix major de la mitocondria i Am I’eix menor de la
m

mitocondria

Per al calcul de I'eficiencia bioenergética s'utilitza el coeficient d’eficiencia
energética a la mitocondria (CEEM) descrit anteriorment (Paukov, Kazanskaya
i Frolov, 1971). L’expressio d’aquest coeficient és:

CEEM = a - n on a representa area i n el nombre de crestes

Obtencié d’imatges per SBFSEM i estudi de [Pestructura
mitocondrial

Les imatges de SBFSEM s’obtenen amb el microscopi Zeiss Merlin VP compact
amb Gatan 3View2XP seguint el procés estandard de la unitat de Bioimaging a
Oxford Brookes University. S’obtenen imatges d’un animal per condicid i es van
seleccionar dues zones diferenciades per animal.

El tractament de les imatges es fa utilitzant el programa I1MOD amb la seva
extensié 3Dmod (Kremer, Mastronarde i Mcintosh, 1996; Mastronarde i Held,
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2017). El calcul de les superficie i el volum de les reconstruccions 3D es realitza
amb la funcidé imodinfo inclosa a 3dmod.

Extracciéo d’RNA i sintesis de cDNA

Per I'extraccié de RNA, els animals son homogeneitzats amb Trizol (Invitrogen)
seguit per dues extraccions de cloroform i precipitaci6 amb isopropanol. El
protocol es desenvolupa seguint les instruccions del fabricant. Per a la sintesis
de cDNA es va utilitzar el protocol anteriorment descrit per Almuedo et al.
(Almuedo-Castillo et al., 2014) emprant 1000 ng/ul de RNA total de partida.

Quantificacié per PCR quantitativa

Les gPCR es porten a terme utilitzant 7500 Fast PCR System (Applied
Biosystems). Tots els experiments compten amb tres repliques bioldgiques i
tres répliques técniques per condicid. Els nivells d’expressié es normalitzen
utilitzant el gen constitutiu ura4. Els encebadors utilitzats es troben a la Taula 2.

Taula 2. Encebadors utilitzats per a la realitzaci6 de les qPCR

Gen Encebador directe Encebador indirecte
bak gtcggaccagatgacactagg aaacaaggtcgctacattttcc
cat agctgtttatcgagaggagca cgaggtccaattgttaacgagc
foxo tcatctccaccaaacccttc cccgatggaaatcaagacac
gpx cggtatggtccaactacatctcc ggcatggcttttcgtgaaga
piwi gatggggctaatccaaatcc aattcgtaggagatgctgtacc
sod2 ccgttgctaggatttgacgt ttaactactcgccacaaagctt
ura4 ttcacgttgtcgatctagcc cgaatatcctctgccagtge
vim agaaatgtttcccgttgtcg tcaggagttggaggatcag

Analisi d’ontologies géniques

Per fer I'analisi d’ontologies géniques (GO) es crea una base de dades
persoénalitzada per els identificadors de dd_Smed_v6 amb les dades d’anotacio
extretes de PlanNET (Castillo-Lara i Abril, 2018). L’analisi d’enriquiment de GO
es porta a terme amb el paquet topGO de R (Alexa i Rahnenfuhrer, 2021). Per
la representacié grafica de les dades s’utilitza la llibreria ggplot2 (Wickham,
2016).

Preparaci6 de les llibreries

En aquest experiment s’han considerat utilitzar tres condicions experimentals.

1. Fed: Planaries alimentades dos cops per setmana durant com a minim dos
setmanes. El darrer cop que se’ls hi va donar de menjar va ser dos dies
abans de I'inici de I'experiment.

2. Strv.: Planaries desdejunades durant dues setmanes
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3. Reg.: Planaries amputades 18 hores abans de I'extraccié de ’ARN. Aquests
animals no havien estat alimentats les dues setmanes prévies a
I’'amputacio.

Per tal de poder garantir ’lhomogeneitat en la mida de les planaries, els animals
de totes les condicions sén mesurats abans de comengar els experiments. Per
I’extraccio de I’ARN es segueix el protocol d’extraccid i sintesis de cDNA descrit
anteriorment amb la peculiaritat de qué I’encebador utilitzat per la sintesi de
cDNA és:

5’ —atggagcagagtgacgaggactcgagctcaagetttttttttttttttt-37
La preparacio de la llibreria es realitza seguint el protocol de ONT per la
sequlenciacio directa de cDNA (SQK-DCS109). Les diferents condicions

experimentals sén etiquetades amb el kit ONT de barcoding (EXP-NBD104),
seguint les instruccions del mateix fabricant.

Experiment de seqiienciacio

Per a la seqienciacio s'utilitza el dispositiu MinlON d’ONT equipat amb el
Flowcell R9.4 de la mateixa casa comercial. La llibreria es carrega al dispositiu
utilitzant el protocol d’inicialitzacié del tampé de seqiienciacio i de carrega de
la mostra indicat pel fabricant. L’adquisicio de les dades es fa amb el software
del fabricant, MinKNOW, i I’experiment de sequienciacio es deixa corrent durant
72 hores. Utilitzant el mateix programa es realitza el pas de senyal a seqiéncia
(basecalling) en temps real. Aquest programari també s’encarrega de
I'eliminacié dels barcodes i les sequéncies adaptadores. En les analisis
posteriors només s’utilitzen les seqiiéncies amb un valor Q major o igual a 7.

Assemblatge i correccid del transcriptoma de novo

Al no tenir un encebador oligo-dT només compost per T s’ha d’eliminar la
seqliencia flanquejant dels reads pre-processats Aquesta tasca es va dur a
terme amb I'’eina bbduk (ktrim=I rcomp=f k=25 hdist=3, http://jgi.doe.gov/data-
and-tools/bb-tools/).

A partir de les seqliéncies dels reads netejades s’assembla el transcriptoma
utilitzant RATTLE (de la Rubia et al., 2020). Aquest programa permet fer un
primer pas d’agrupacio, a partir del qual es pot continuar amb I’autocorreccié
dels errors i finalment una ultima etapa de polit dels contigs assemblats.

Per a determinar la regié codificant (CDS), que conté la seqiiéncia de
nucledtids que es tradueix a proteina, es fa una cerca sobre tots els transcrits
de 'assemblatge de les pautes de lectura més llargues (ORF) amb un script de
Perl. Donat que hi podia haver errors de seqlienciacid (substitucions i
insercions/delecions) s’obté de nou les ORF amb el programa ESTscan (Iseli,
Jongeneel i Bucher, 1999; Lottaz et al., 2003), el qual, a partir d’'una série de
parametres i un model basat en la composicié d’hexamers (entrenats amb
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seqliencies de planaries completes validades experimentalment i anotades a
GenBank), permet corregir errors en els CDS predits evitant, per exemple, els
codons d’aturada prematurs.

Els contigs obtinguts han estat anotats amb NCBI-BLAST (Altschul et al., 1990,
1997; Johnson et al., 2008) utilitzant les dades disponibles per planaries.
Concretament s’ha considerat les anotacions del transcriptoma SmesGene
versio v2 (Grohme et al., 2018) i Dresden versio v6 (Rozanski et al., 2019), que
es van obtenir amb AUGUSTUS i Trinity respectivament. Finalment, els
contigs han estat projectats també sobre el genoma de referéncia emprant
'eina cMAP (Wu i Watanabe, 2005), per poder visualitzar els transcrits
assemblats amb un navegador genomic basat en JBrowse (Buels et al., 2016).

Analisis d’expressio diferencial

La quantificacio dels contigs sobre el transcriptoma es fa utilitzant Salmon
(Patro et al., 2017). Les analisis d’expressi6 diferencial es duen a terme amb
les funcions especifiques del paquet 1imma (Ritchie et al, 2015). Per
normalitzar les dades s'utilitza el filtre voom, inclos en el paquet anteriorment
esmentat (Law et al,, 2014). Per a la representacié grafica de les dades
s’utilitzen les llibreries ggplot2 (Wickham, 2016), Enhancedvolcano (Blighe,
Rana i Lewis, 2020), pheatmap (Kolde, 2019) i venn.diagram (Chen, 2018).
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Abreviatures

%GC - Percentatge de guanina-citocina.
Akt — Serina/treonina proteina-cinasa

AMPK - proteina cinasa activada por AMP; en anglés AMP-activated protein
kinase

AP - Fosfatasa alcalina; en anglés alcaline phospatase
AR - Relacio d’aspecte; en anglés aspect ratio.

ATAC-seq - Assaig d’accessibilitat de la transposasa a la cromatina utilitzant
seqlenciacid; en anglés Assay for Transposase-Accessible Chromatin using
sequencing

bck — Branched Chain Keto Acid Dehydrogenase

Cat — Catalasa

CDKs - Cinases dependents de ciclines

cDNA - DNA complementari

cecr5 — Cat Eye Syndrome Chromosome Region, Candidate 5

CEEM - Coeficient d’eficiéncia energética a la mitocondria; en anglés
coefficient of energy efficiency in mitochondria

ChIP-seq — Immunoprecipitacio de la cromatina utilitzant la sequienciacio; en
anglés chromatin immunoprecipitation using sequencing

Circ. — Circularitat

cNeoblast — Neoblast clonogénic
CPM - Comptatges per milio.
DAPI - 4 ' 6-diamidino-2-fenilindol

DCF - Dichlorofluoresceina
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DDR - Reaccié de dany al DNA; en angles DNA damage response

DGE - Analisi d’expressié diferencial; en anglés Differential Gene Expression
Analysis.

DIG - Desoxigenina

DNA - Acid desoxiribonucleic
Drp1 — Dynamin-related Protein
dsRNA — RNA de doble cadena
EIM - Espai intermembrana

FA - Formamida

FACS - Classificador de cél-lules activat per fluorescéncia en anglés
Fluorescent Activated Cell Sorter

FC — Canvi relatiu; en anglés fold change

Fis1 — Mitochondrial fission 1 protein

Fox — Forkhead box

Fzo - Fuzzy onions

GO - Ontologia génica; en anglés gene ontology
GPx - Glutatié peroxidasa

H2DCFDA - Diacetat 2',7'-dichlorodihydrofluoresceina
H3P - Histona 3 fosforilada

hpo - hippo

iPSC - cél-lules mare pluripotents induides

JNK - Cinasa c-Jun N-terminal

Lats 1/2 — Large tumor suppressor kinase 1/2
Mats — Mob as tumor suppressor

Mdv1 — Mitochondrial division protein 1

MEC - Matriu extracel-lular.

MEM - Membrana externa mitocondrial

Mfn — Mitofusina

MIM - Membrana interna mitocondrial
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MM — Matriu mitocondrial

Mob1 - MOB Kinase Activator 1A

Mst 1/2 — Mammalian Ste20-like kinases
mtDNA - DNA mitocondrial

mTOR - Diana de rapamicina en cél-lules de mamifer; en anglés mammalian
target of rapamycin o mechanistic target of rapamycin

NAC - N-acetil cisteina

NGS - Sequenciacid de seglent generacio; en anglés next-generation
sequencing.

ONT - Oxford Nanopore Technologies.

OPA1 - Optic atrophy protein 1

ORF - Pauta de lectura oberta.

OXPHOS - fosforilacié oxidativa, en anglés oxidative phosphorylation
PacBio - Pacific Biosciences.

PAM - Medi artificial de planaria; en anglés planarians artificial medium

PCA - Analisis de components principals; en anglés Principal Component
Analysis.

PCG - Gens d’informacié posicional; del anglés position-control genes.

PDK1 - Cinasa depenent de fosfoinositida 1; en anglés phosphoinositide-
dependent kinase-1

PI3K - Fosfoinositol 3 cinasa

POD - Peroxidasa

qPCR - PCR quantitativa

RNA - Acid ribonucleic

RNAi - RNA d’interferéncia.

RNA-seq — Seqlienciacié de RNA

ROS - Espécies reactives del oxigen; del anglés reactive oxigen spicies.
S. mediterranea — Schmidtea mediterranea.

SARAH - Salvador/Ras-association domain family /Hippo

Sav - Salvador
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Sd - Scalloped

SDS-PAGE - electroforesi en gel de poliacrilamida de dodecilsulfat de sodi; en
anglés sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

SFBSEM - Microscopia electronica de rastreig de cara en série; en anglés
serial block-face scanning electron microscopy.

SOD2 - Superoxid dismutasa 2

SSCTx — Tampo de sali de soli di citrat amb trité ; en anglés Saline-Sodium
Citrate buffer with TritonX

TAZ: — Transcriptional coactivator with PDZ-binding motif
tdh — L-Treonina Deshidrogenasa
TEAD: — TEA domain family members

TEM - Microscopia electronica de transmissid; en anglés transmission electron
microscopy.

TUNEL - Marcat de final de tall de dUTP de Terminal deoxinucleotidil
transferasa; en anglés Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling

UPR - resposta a proteines mal plegades; en anglés unfolded protein response
YAP - Yes-associated protein

Yki — Yorkie
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1. Gens desregulats després de la inhib

Hippo

Gens diana de la via Hippo seleccionats després de passar els filtres de

seleccio.

==

ICIO
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de la via

Taula 3. Gens diferencialment expressats que passen el filtre de seleccié.

ID Dresden ID SmedGenes :oméleg b yki b hpo Ronda
umans

dd_Smed_v6_1170_0_1 SMESG000006859.1 CECR5 1,1E14  -1,2E14 1R
dd_Smed_v6_12075_0_1 SMESG000029023.1 TDH 3,5E14  -3,7E14 1R
dd_Smed_v6_6589_0_1 SMESG000042545.1 B3GALT5  1,2E14  -1,6E14 1R
dd_Smed_v6_1738_0_3 SMESG000033021.1 SLC12A9 -1,3E14  1,3E14 1R
dd_Smed_v6_5256_0_1 SMESG000069765.1 ECE2 -2,6E13  1,4E14 1R
dd_Smed_v6_10188_0_1 NA THNSL2 3,4E14  -49E13 3R
dd_Smed_v6_10374_0_1 SMESG000047829.1 SBNO1 4,4E14  -1,2E14 3R
dd_Smed_v6_1054_0_1 SMESG000012051.1 HSPG2 3,8E14  -2,4E14 3R
dd_Smed_v6_1068_0_1 SMESG000020955.1 NA 2,1E14  -1,7E14 3R
dd_Smed_v6_10732_0_1 SMESG000021412.1 BCKDHA 1,8E14  -1,8E14 3R
dd_Smed_v6_10903_0_1 SMESG000064528.1 SLC22A5  4,6E14  -3,0E14 3R
dd_Smed_v6_10990_0_1 SMESG000071519.1 MPEG1 3,1E14  -6,6E14 3R
dd_Smed_v6_1170_0_1 SMESG000006859.1 CECR5 1,1E14  -4,2E14 3R
dd_Smed_v6_1189_0_1 SMESG000080424.1 OXCT1 3,6E14  -4,0E14 3R
dd_Smed_v6_12075_0_1 SMESG000029023.1 TDH 3,5E14  -1,3E14 3R
dd_Smed_v6_12821_0_1 SMESG000008338.1 SEC14L4  3,6E14  -3,5E14 3R
dd_Smed_v6_13065_0_1 SMESG000029156.1 NA 2,5E14  -1,6E14 3R
dd_Smed_v6_1327_0_1 SMESG000005298.1 HNRNPL 1,1E13  -7,2E14 3R
dd_Smed_v6_13700_0_1 NA NA 1,8E14  -3,5E14 3R
dd_Smed_v6_1414_0_1 SMESG000021236.1 NDRG2 1,5E14  -9,2E14 3R

dd_Smed_v6_142_0_1 SMESG000046560.1 NA 1,1E14  -1,1E14 3R
dd_Smed_v6_1626_0_3 SMESG000037565.1 TOP2B 1,6E14  -1,2E13 3R
dd_Smed_v6_1651_0_1 SMESG000029273.1 RRM1 9,4E14  -6,6E14 3R
dd_Smed_v6_17259_1_2 SMESG000001180.1 NA 4,7E14  -4,6E13 3R

dd_Smed_v6_195_0_1 SMESG000037102.1 RPS17 8,5E14  -6,7E14 3R
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Les dades completes es poden
trobar escanejant el codi QR o bé
utilitzant I'enllag.

https://tinyurl.com/gensviahippo



https://tinyurl.com/gensviahippo
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2. Analisi d’ontologies géniques del gens diana de
la via Hippo

Fishe

GO.ID Term Annot. Sig. Exp. r FC
G0:0005739 mitochondrion 1 1 0,25 0,25 2,00
G0:0005622 intracellular 3 1 0,75 1,00 0,42
GO:0043231 intracellular membrane-bounded 3 1 0,75 1,00 0,42

organelle
G0:0005737 cytoplasm 3 1 0,75 1,00 0,42
G0:0043229 intracellular organelle 3 1 0,75 1,00 0,42
G0:0110165 cellular anatomical entity 4 1 1,00 1,00 0,00
G0:0005575 cellular_component 4 1 1,00 1,00 0,00
G0:0043226 organelle 4 1 1,00 1,00 0,00
G0:0043227 membrane-bounded organelle 4 1 1,00 1,00 0,00
GO:0046474 glycerophospholipid biosynthetic 1 1 025 0.25 2,00
process
G0:0045017 glycerolipid biosynthetic process 1 1 0,25 1,00 2,00
GO:0006796 phosphate-containing compound 1 1 025 1,00 200
metabolic
GO:0090407 organophosphate biosynthetic 1 1 025 1,00 200
process
G0:0008654 phospholipid biosynthetic process 1 1 0,25 1,00 2,00
G0:0008610 lipid biosynthetic process 1 1 0,25 1,00 2,00
G0:0044255 cellular lipid metabolic process 1 1 0,25 1,00 2,00
GO0:0006644 phospholipid metabolic process 1 1 0,25 1,00 2,00
G0:0006629 lipid metabolic process 1 1 0,25 1,00 2,00
GO:0006650 glycerophospholipid metabolic 1 1 025 1,00 200
process
G0:0019637 organophosphate metabolic process 1 1 0,25 1,00 2,00
G0:0046486 glycerolipid metabolic process 1 1 0,25 1,00 2,00
GO0:0006793 phosphorus metabolic process 1 1 0,25 1,00 2,00
G0:0044249 cellular biosynthetic process 2 1 0,50 1,00 1,00
G0:0009058 biosynthetic process 2 1 0,50 1,00 1,00
GO:1901576 organic substance biosynthetic 2 1 0,50 1,00 1,00
process
G0:0044237 cellular metabolic process 3 1 0,75 1,00 0,42
G0:0044238 primary metabolic process 3 1 0,75 1,00 0,42
G0:0071704 organic substance metabolic process 3 1 0,75 1,00 0,42
G0:0008152 metabolic process 3 1 0,75 1,00 0,42
G0:0009987 cellular process 4 1 1,00 1,00 0,00
G0:0008150 biological_process 4 1 1,00 1,00 0,00




Apéndixs |V

3. Reconstruccio de les imatges de SBFSEM

Exemple del procés de obtencié dels organuls en tres dimensions a partir de
les imatges de SBFSEM. Es pot consultar el video al enllag seglient. També és
possible observar-lo utilitzant el codi QR.

https://tinyurl.com/proces3d

Les reconstruccions obtingudes a partir de les imatges de SBFSEM es poden
trobar en els enllagos seglents. També és possible observar les
reconstruccions utilitzant els codis QR.

gfp réplica 1 — Reconstruccié gfp réplica 2 — Reconstruccié

total total
[=] 400
[=]

E I
s

[=]

https://tinyurl.com/SBFSEMgfp1 https://tinyurl.com/SBFSEMgfp2
hpo réplica 1 — Reconstruccio hpo réplica 2 - Reconstruccio
total total

https://tinyurl.com/SBFSEMhpo1 https://tinyurl.com/SBFSEMhpo2



https://tinyurl.com/proces3d
https://tinyurl.com/SBFSEMgfp1
https://tinyurl.com/SBFSEMgfp2
https://tinyurl.com/SBFSEMhpo1
https://tinyurl.com/SBFSEMhpo2
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gfp réplica 1 — Reconstruccié gfp réplica 2 — Reconstruccié
mitocondries mitocondries

https://tinyurl.com/SBFSEMgfp1mito https://tinyurl.com/SBFSEMgfp2
hpo réplica 1 - Reconstruccié hpo réplica 2 - Reconstruccio
mitocondries mitocondries

https://tinyurl.com/SBFSEMhpo1mi https://tinyurl.com/SBFSEMhpo2mi
to to



https://tinyurl.com/SBFSEMgfp1mito
https://tinyurl.com/SBFSEMgfp2
https://tinyurl.com/SBFSEMhpo1mito
https://tinyurl.com/SBFSEMhpo1mito
https://tinyurl.com/SBFSEMhpo2mito
https://tinyurl.com/SBFSEMhpo2mito
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4. Gens amb motius d’unié a FoxO

A la taula seglent hi ha una seleccié dels gens amb motius d'unié de FoxO. A
la taula surt representat el gen on hi ha el motiu d’unid, 'hnomoleg huma
d’aquest gen, la seqiiéncia del motiu d’unio, el motiu de referéncia de ’homoleg
huma utilitzat i finalment la puntuacié. Com major és la puntuacié major és la
fiabilitat del prediccié del motiu d’unié. Al final de la taula hi ha I'enllag a les
dades completes.

Taula 4. Taula dels gens amb motiu d’unié de foxo al seu promotor

Gen Homoleg huma Seq Motiu Cadena Puntuacio
SMESG000052308.1 KLHDC8A TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000052306.1 AHNAK TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000043211.1 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000043019.1 TUBA4A TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000040665.1 ANKRD28 TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000039526.1 MNX1 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000037132.1 DAB2IP TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000033176.1 EIF1B TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000029399.1 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000028122.1 PGLYRP2 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000023764.1 GSK3B TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000022101.1 CYP2B6 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000017935.1 TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000017572.1 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000016362.1 TRAF4 TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000010789.1 TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000010241.1 NPR1 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000010381.1 COPB2 TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000009899.1 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000009946.1 SPON1 TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000007128.1 TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000007128.1 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000004884.1 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000004509.1 SLTM TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000000812.1 TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
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Taula 5. Taula dels gens amb motiu d’unié de foxo al seu estimulador

Gen Homoleg huma Seq Motiu Cadena Puntuacio
SMESG000056398.1 HMGB1 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000054157.1 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000053584.1 TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000053522.1 KDELR2 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000052308.1 KLHDC8A TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000052306.1 AHNAK TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000049276.1 LTA4H TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000047161.1 ZBED5 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000047165.1 CRISPLD2 TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000045686.1 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000045673.1 TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000044697.1 SLC25A6 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000043975.1 TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000043211.1 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000043119.1 ASIC4 TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000043019.1 TUBA4A TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000040665.1 ANKRD28 TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000040665.1 ANKRD28 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000040582.1 POGK TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000039526.1 MNX1 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000039423.1 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331
SMESG000038586.1 TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000038461.1 ATP2B3 TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000038292.1 PRKACB TGTAAACA Foxo3 + 9.964.331
SMESG000038155.1 FARP1 TGTTTACA Foxo3 - 9.964.331

Les dades completes es poden
trobar escanejant el codi QR o bé
utilitzant I'enllag.

https://tinyurl.com/FoxOATAC
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5. Gens diferencialment expressats

Taula amb els 25 primers gens diferencialment expressats de les diferents
condicions experimentals. Al final de les taules hi ha I'enllag a les dades
completes.

Taula 6. Gens diferencialment expressats entre animals dejunats i alimentats

Homoleg Log

Contig ID SMESG ID dd_Smed_v6 ID huma FC P-val adj
cluster_1192  SMESG000019342.1 dd_Smed_v6_873_0_1 BHMT 3,82 3,7E-05
cluster 6096 SMESG000035334.1 dd_Smed_v6_8_0_1 3,92 1,5E-04
cluster_1203 SMESG000051672.1 dd_Smed_v6_3_0_1 ACTB 2,89 1,7E-04

cluster_273 SMESG000040632.1 dd_Smed_v6_15_0_1 HSPA8 1,98 1,7E-04
cluster_8414 SMESG000044180.1  dd_Smed_v6_7783_0_1 SAMD15  -297  51E-04
cluster_1037 SMESG000005505.1 dd_Smed_v6_38_0_2 TUBA3D 3,36 6,2E-04
cluster_3920 -1,53 6,2E-04
cluster_579 -1,63 8,9E-04
cluster_3215 -2,00  1,0E-03
cluster_7938 SMESG000030583.1 -1,98 1,0E-03
cluster_ 6266 SMESG000016693.1 -2,91 1,0E-03
cluster_2317 SMESG000020957.1 dd_Smed_v6_1462_0_1 SGTB 3,15 1,0E-03
cluster 495  SMESG000004848.1 dd_Smed_v6_280_0_1 ODC1 2,65 1,1E-03
cluster_853 SMESG000065612.1 dd_Smed_v6_2092_0_1 ETS2 3,06 1,4E-03
cluster_6407 SMESG000066355.1 dd_Smed_v6_31_0_1 -1,84  1,5E-03
cluster 6945 SMESG000046586.1 dd_Smed_v6_2725_0_1 -2,92 1,5E-03
cluster_6623 -1,63  1,5E-03
cluster_761 SMESG000010495.1 dd_Smed_v6_2020_0_1 FARSB 3,07 2,0E-03
cluster 419  SMESG000072159.1  dd_Smed_v6_2330_0_1 3,12 2,0E-03
cluster_1995 SMESG000035843.1 dd_Smed_v6_1073_0_1 TAT 3,11 2,0E-03
cluster 6536 SMESG000002673.1 dd_Smed_v6_123_0_1 RPS20 -1,60  2,0E-03
cluster_5485 SMESG000072804.1 dd_Smed_v6_345_0_1 ASTL 3,07 2,1E-03
cluster 923  SMESG000061099.1 dd_Smed_v6_30_0_1 EEF1A1 1,75 2,2E-03
cluster_754 SMESG000055572.1 dd_Smed_v6_859 0_1 CAT 2,70 2,2E-03
cluster_6870 SMESG000004851.1  dd_Smed_v6_5595_0_1 -2,71 2,2E-03
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Taula 7. Gens diferencialment expressats entre animals regenerats i alimentats

Homoleg

Log

Contig ID SMESG ID dd_Smed_v6 ID huma FC P-val adj
cluster_6414 -2,53 1,7E-10
cluster_3719 -1,76 1,6E-10
cluster_647 dd_Smed_v6_344_0_1 MT-CYB -2,02 7,3E-10
cluster_595 -2,08 7,3E-10
cluster_1617 dd_Smed_v6_297_0_1 MT-CO2 -1,52 7,3E-10
cluster_6754 -1,97 1,4E-08
cluster_305 -2,35 1,8E-08
cluster_803 SMESG000065325.1 dd_Smed_v6_141_0_1 HSPD1 4,34 1,3E-07
cluster_923 SMESG000061099.1 dd_Smed_v6_30_0_1 EEF1A1 2,61 1,8E-07
cluster_1282 -2,31 1,8E-07
cluster_273 SMESG000040632.1 dd_Smed_v6_15_0_1 HSPA8 2,39 2,5E-07
cluster_1106 = SMESG000014221.1 dd_Smed_v6_728_0_1 IPO7 3,97 3,7E-07

cluster_579 -2,38  5,8E-07
cluster_1767 -2,23 8,8E-07
cluster_160 3,32 1,2E-06
cluster_4302 -2,82 1,5E-06
cluster_827 SMESG000049015.1 dd_Smed_v6_527_0_1 CCT6A 4,06 1,5E-06
cluster_1203  SMESG000051672.1 dd_Smed_v6_3_0_1 ACTB 3,18 2,6E-06
cluster_1037  SMESG000005505.1 dd_Smed_v6_38_0_2 TUBA3D 3,95 3,7E-06
cluster_275 dd_Smed_v6_56_0_2 HSP90AA1 2,43 6,7E-06
cluster 2845 SMESG000012000.1  dd_Smed_v6_6985_0_1 CAPN5 -1,66  8,6E-06
cluster_235 SMESG000042430.1 dd_Smed_v6_186_0_1 EEF2 2,74 1,2E-05
cluster_2736 -2,10  2,0E-05
cluster_1364  SMESG000016832.1  dd_Smed_v6_2115_0_1 AGPS 3,50 1,9E-05
cluster_495 SMESG000004848.1 dd_Smed_v6_280_0_1 OoDC1 3,04 2,2E-05
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Taula 8. Gens diferencialment expressats entre animals regenerats i dejunats

Contig ID SMESG ID dd_Smed_v6 ID H‘i’]:‘ﬁ':g ';"é“ P;‘éj.’"
cluster_160 363  1,8E-06
cluster_3321 1,66  51E-04
cluster 5925 SMESG000059698.1  dd_Smed_v6_188_0_1 225  58E-04
cluster_6414 1,52 1,0E-03
cluster_3588 SMESG000020046.1 dd_Smed_v6_1329_0_1 300  1,0E-03
cluster 2288 SMESG000044108.1  dd_Smed_v6_2686_0_1 PSMC2 283  1,3E-03
cluster_305 1,57 1,6E-03
cluster 194  SMESG000012051.1  dd_Smed_v6_1054_0_1 HSPG2 313 1,6E-03
cluster_ 7197 SMESG000011389.1  dd_Smed_v6_4356_0_1 2,77 1,9E-03
cluster 4390 SMESG000031033.1  dd_Smed_v6_204_0_1 RPS7 254 2,3E-03
cluster 5258 SMESG000028525.1  dd_Smed_v6_2439_0_1 CHAC1 2,71 2,7E-03
cluster 996  SMESG000001545.1  dd_Smed_v6_1118_0_1 KARS 270 3,0E-03
cluster_3121 249  68E-03
cluster 5338 SMESG000081370.1  dd_Smed_v6_446_0_1 1,85  94E-03
cluster_817 2,53 1,1E-02
cluster 2185 SMESG000066554.1  dd_Smed_v6_679_0_1 NOVA2 259  1,4E-02
cluster 7688 SMESG000063458.1 dd_Smed_v6_1836_0_1 ATP6VIG1 258  14E-02
cluster_4753 SMESG000024345.1  dd_Smed_v6_629_0_1 260  1,55E-02
cluster_8134 -2,75 1,5E-02
cluster_4277 SMESG000020535.1  dd_Smed_v6_296_0_1 RPL7A 219 1,5E-02
cluster 2291 SMESG000027656.1  dd_Smed_v6_688_0_1 248  1,5E-02
cluster 4735 SMESG000066540.1  dd_Smed_v6_163_0_1 RPS3A 246  1,5E-02
cluster 4206 SMESG000000962.1  dd_Smed_v6_1956_0_1 COPE 236  1,8E-02
cluster 5486 SMESG000028419.1  dd_Smed_v6_9777_0_1 2,73 1,8E-02
cluster_2701 dd_Smed_v6_154_0_1 2,05  2,1E-02

Les dades completes es poden
trobar escanejant el codi QR o bé

utilitzant I'enllag.
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6. Analisi d’ontologies geniques del DGE obtingut

per ONT

Apéndixs | XII

Llista d’ontologies géniques de les diferents comparacions del DGE. Al final de

les taules hi ha I'enllag a les dades completes.

Taula 9. Anotacié de GO en la comparacié de animals dejunats i alimentats

GOID Term Anot. Sig. Expe. KS FC GO
GO0:0005737 cytoplasm 183 41 40,67 12 0,01 CcC
G0:0031965 nuclear membrane 7 4 1,56 13 1,36 cC
G0:0005622 intracellular anatomical structure 193 45 42,89 57 0,07 CcC
G0:0005856 cytoskeleton 38 7 8,44 77 -0,27 cC
G0:0005813 centrosome 8 1 178§ 08 CC
G0:0006414 translational elongation 9 4 1,86 17 1,10 BP
G0:0002223 stimulatory C-type lectin 7 4 145 34 146  BP

receptor signa...
G0:0006415 translational termination 7 4 1,45 47 1,46 BP
GO:0006614 SRP—dependen_t cotranslational 6 5 1.24 58 2,01 BP
protein ta...
G0:0006511 ubiquitin-dependent protein 11 4 228 59 081 BP
catabolic pr...
G0:0004602 glutathione peroxidase activity 2 2 0,42 46 2,25 MF
G0:0008503 benzodiazepine receptor activity 2 2 0,42 51 2,25 MF
G0:0005497 androgen binding 2 2 0,42 51 2,25 MF
GO0:0015485 cholesterol binding 2 2 0,42 51 2,25 MF
GO0:0003779 actin binding 11 8 2,33 55 0,36 MF
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Taula 10. Anotacié de GO en la comparacié de animals regenerats i alimentats

GOID Term Anot. Sig. Expe. KS FC ‘ GO
GO0:0031965 nuclear membrane 7 5 1,25 13 2,00 CcC
GO0:0016021 integral component of 59 16 10,55 20 0,60 CcC

membrane
GO0:0031982 vesicle 102 15 18,23 112 -0,28 cC
G0:0005885 Arp2/3 protein complex 3 1 0,54 134 0,89 CcC
GO0:0036064 ciliary basal body 1 1 0,18 139 2,47 cC
GO0:0006415 translational termination 7 1 1,08 82 -0,11 BP
G0:0006414 translational elongation 9 1 1,38 84 -0,46 BP
G0:2000379 positive regulation of 3 3 0,46 100 2,71 BP
reactive oxygen s...
G0:0006626 protein targeting to 4 3 0,61 100 2,30 BP
mitochondrion
GO0:0006821 chloride transport 7 3 1,08 102 1,47 BP
GO0:0004045 aminoacyl-tRNA 2 2 0,34 31 2,56 MF
hydrolase activity
GO0:0004602 glutathione peroxidase 2 2 0,34 38 2,56 MF
activity
GO0:0008503 benzodiazepine receptor 2 2 0,34 53 2,56 MF
activity
GO0:0005497 androgen binding 2 2 0,34 53 2,56 MF

G0:0015485 cholesterol binding 2 2 0,34 53 2,56 MF
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Taula 11. Anotacié de GO en la comparacié de animals regenerats i dejunats

GOID Term Anot. Sig. Expe. KS FC GO

G0:0016021 integral component of 50 28 2052 39 045 CC
membrane
GO0:0005576 extracellular region 84 25 29,22 558 -0,23 cC
GO0:0005764 lysosome 15 7 5,22 586 0,42 CcC
GO0:0030673 axolemma 4 3 1,39 999 1,11 cC
G0:0031901 early endosome membrane 2 2 0,7 1378 1,51 CC
G0:2000210 positive regulation of anoikis 2 2 0,66 19 1,60 BP
G0:2000811 negative regulation of 2 2 0,66 19 160 BP
anoikis

cellular response to

G0:0032870 . 12 3 3,99 29 041 BP
hormone stimulus
G0:0034220 ion transmembrane 26 12 8,64 33 047 BP
transport
G0:0006488 __ dolichol-linked 3 3 1 35 158 BP
oligosaccharide biosynth...
GO:0004045  2Minoacy-RNAhydrolase 2 0,69 20 154 MF
activity
G0:0003735 structural constituent of 3 3 1,03 46 154 MF
ribosome
G0:0005200 structural constituent of 4 2 1,37 101 0,55 MF
cytoskeleton
G0:0015075 ion transmembrane 17 9 5,84 140 062 MF
transporter activity
GO:0017162 2! hydrocarbon receptor 1 1 0,34 145 156 MF

binding

Les dades completes es poden
trobar escanejant el codi QR o bé
utilitzant I'enllac.

https://tinyurl.com/alldgego
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Interseccié de gens entre les diferents condicions experimentals

Gens comuns en diferents condicions experimentals.

Taula 12. Gens comuns en condicions amb animals desdejunats

ID contig

cluster_3962

ID Dresden

ID SmedGenes

Apéndixs | XV

Homoleg huma

cluster_5258 SMESG000028525.1 dd_Smed_v6_2439_0_1 CHACH1
cluster_5345 SMESG000030918.1 dd_Smed_v6_9659_0_1 BEST3
cluster_5596

cluster_5925 SMESG000059698.1 dd_Smed_v6_188_0_1

cluster_5931

cluster_7688 SMESG000063458.1 dd_Smed_v6_1836_0_1 ATP6V1G1
cluster_8414 SMESG000044180.1 dd_Smed_v6_7783_0_1 SAMD15

Taula 13. Gens comuns en condicions amb animals regenerants

ID contig ID Dresden ID SmedGenes Homoleg huma
cluster_160
cluster_194 SMESG000012051.1 dd_Smed_v6_1054_0_1 HSPG2
cluster_2083 SMESG000072172.1 dd_Smed_v6_4123_0_1
cluster_2288 SMESG000044108.1 dd_Smed_v6_2686_0_1 PSMC2
cluster_2291 SMESG000027656.1 dd_Smed_v6_688_0_1
cluster_2472 SMESG000066586.1 dd_Smed_v6_1288_0_1 CCNT2
cluster_269 SMESG000026514.1 dd_Smed_v6_2604_0_1
cluster_2701 dd_Smed_v6_154_0_1
cluster_305
cluster_3652 SMESG000036431.1 dd_Smed_v6_4443_0_1 SAE1
cluster_4206 SMESG000000962.1 dd_Smed_v6_1956_0_1 COPE
cluster_4277 SMESG000020535.1 dd_Smed_v6_296_0_1 RPL7A
cluster_4753 SMESG000024345.1 dd_Smed_v6_629_0_1
cluster_6414
cluster_6555
cluster_817
cluster_996 SMESG000001545.1 dd_Smed_v6_1118_0_1 KARS




Taula 14. Gens comuns en condicions amb animals alimentats
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contig.ID SMESG.ID dd_Smed_v6.ID Human.homolog
cluster_1037 SMESG000005505.1 dd_Smed_v6_38_0_2 TUBA3D
cluster_1059 SMESG000032189.1 dd_Smed_v6_114_0_1 YBX3
cluster_1070 SMESG000012107.1 dd_Smed_v6_147_0_1 DNAJA1
cluster_1106 SMESG000014221.1 dd_Smed_v6_728_0_1 IPO7
cluster_1152
cluster_116
cluster_1189 SMESG000058914.1 dd_Smed_v6_2951_0_1 SCARB2
cluster_1192 SMESG000019342.1 dd_Smed_v6_873_0_1 BHMT
cluster_1203 SMESG000051672.1 dd_Smed_v6_3_0_1 ACTB
cluster_130
cluster_1339
cluster_1364 SMESG000016832.1 dd_Smed_v6_2115_0_1 AGPS
cluster_1370 SMESG000023126.1 dd_Smed_v6_2560_0_1 FIP1L1
cluster_1403 SMESG000048042.1 dd_Smed_v6_2282_0_1 CPA4
cluster_1434 SMESG000006902.1 dd_Smed_v6_1145_0_1 NMT2
cluster_1441 SMESG000035344.1 dd_Smed_v6_329_0_1 CTSD
cluster_1452 SMESG000076568.1 dd_Smed_v6_174_0_1 GNB2L1
cluster_1462 SMESG000017700.1 dd_Smed_v6_648_0_1 TUBA1A
cluster_1501 SMESG000074136.1 dd_Smed_v6_1843_0_1 NDUFV1
cluster_1527 SMESG000067773.1 dd_Smed_v6_333_0_1 CNN2
cluster_1558 SMESG000058317.1 dd_Smed_v6_349_0_1 EIF4A1
cluster_1578 SMESG000014166.1 dd_Smed_v6_267_0_1 CTSV
cluster_162 dd_Smed_v6_9535_0_1
cluster_1698 SMESG000072821.1 dd_Smed_v6_908_0_1 PPM1A
cluster_1715 SMESG000025209.1 dd_Smed_v6_198_0_1 CELA1
cluster_1850 SMESG000049103.1 dd_Smed_v6_397_0_1
cluster_1927 SMESG000027587.1 dd_Smed_v6_1580_0_1 MAT2A
cluster_1980 SMESG000057599.1 dd_Smed_v6_273_0_1 CNN3
cluster_1995 SMESG000035843.1 dd_Smed_v6_1073_0_1 TAT
cluster_2154 SMESG000023010.1 dd_Smed_v6_1207_0_1
cluster_2207 SMESG000072807.1 ASTL
cluster_2223 SMESG000070056.1 dd_Smed_v6_1295_0_1 SYAP1
cluster_2263 SMESG000060259.1 dd_Smed_v6_4861_0_1 QPCT
cluster_2317 SMESG000020957.1 dd_Smed_v6_1462_0_1 SGTB
cluster_235 SMESG000042430.1 dd_Smed_v6_186_0_1 EEF2

cluster_2382

SMESG000041594.1

dd_Smed_v6_438_0_1

cluster_240

SMESG000019345.1

dd_Smed_v6_2406_0_1

MOGS
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cluster_2445 SMESG000014949.1 dd_Smed_v6_580_0_1 PITPNA
cluster_253 SMESG000042714.1 dd_Smed_v6_628_0_1 SSPO
cluster_2638 SMESG000048413.1 dd_Smed_v6_81_0_1 CTSB
cluster_2671 SMESG000024741.1 dd_Smed_v6_626_0_1 HMBS
cluster_273 SMESG000040632.1 dd_Smed_v6_15_0_1 HSPA8
cluster_2954 SMESG000038232.1 dd_Smed_v6_759_0_1 TPM1
cluster_296 SMESG000029882.1 dd_Smed_v6_442_0_1 GRN
cluster_320 SMESG000040274.1 dd_Smed_v6_1197_0_1 GLG1
cluster_3215

cluster_3221 SMESG000012027.1 dd_Smed_v6_2364_0_1

cluster_3278 SMESG000032180.1 dd_Smed_v6_209_0_1 YBX3
cluster_332 SMESG000013115.1 dd_Smed_v6_1174_0_1 STT3A

cluster_3529 SMESG000049722.1 dd_Smed_v6_175_0_1 CTSV
cluster_372 SMESG000045474.1 dd_Smed_v6_1060_0_1 ALDH18A1
cluster_378 SMESG000060455.1 dd_Smed_v6_2161_0_1 GBE1
cluster_381 SMESG000003855.1 dd_Smed_v6_2233_0_1 DDX1

cluster_3867 SMESG000055605.1 dd_Smed_v6_1230_0_1 SCGN

cluster_3953 SMESG000036313.1 dd_Smed_v6_3536_0_1 SETDB1

cluster_4085 SMESG000021272.1 dd_Smed_v6_1089_0_1 PHB2
cluster_417 SMESG000070985.1 dd_Smed_v6_1505_0_1 POSTN

cluster_4302
cluster_470 SMESG000022047.1 dd_Smed_v6_542_0_1 POR

cluster_4867 SMESG000014001.1 dd_Smed_v6_1638_0_1 MRPL24

cluster_4896 SMESG000081409.1 dd_Smed_v6_5589_0_1 PPP3R1
cluster_494 SMESG000014588.1 dd_Smed_v6_1694_0_1 HNF4G
cluster_495 SMESG000004848.1 dd_Smed_v6_280_0_1 oDC1
cluster_497 SMESG000062868.1 dd_Smed_v6_196_0_1 PCK2

cluster_5042

cluster_5485 SMESG000072804.1 dd_Smed_v6_345_0_1 ASTL

cluster_5531 dd_Smed_v6_515_0_1

cluster_5553

cluster_5581 SMESG000049183.1 dd_Smed_v6_2603_0_1 RAB1B
cluster_561 SMESG000028157.1 dd_Smed_v6_959_0_1 ATP6V1A

cluster_5781

cluster_5785 SMESG000019492.1 dd_Smed_v6_2007_0_1 PSMB5
cluster_579

cluster_5876 dd_Smed_v6_128_0_1 RPL18

cluster_6096 SMESG000035334.1 dd_Smed_v6_8_0_1

cluster_622 SMESG000065959.1 dd_Smed_v6_283_0_1 DDX21
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cluster_627 SMESG000061711.1 dd_Smed_v6_1930_0_1 ABCE1
cluster_632 SMESG000023147.1 dd_Smed_v6_250_0_1 P4HB
cluster_6631 dd_Smed_v6_328_0_1

cluster_668 SMESG000026537.1 dd_Smed_v6_858_0_1
cluster_6753

cluster_686 SMESG000076529.1 dd_Smed_v6_475_0_1 TTN
cluster_696 SMESG000055720.1 dd_Smed_v6_2538_0_1 PRKAA2
cluster_718 SMESG000037231.1 dd_Smed_v6_1475_0_1 NPEPL1
cluster_727 SMESG000049071.1 dd_Smed_v6_2082_0_1 DDX4
cluster_7397 SMESG000038649.1 dd_Smed_v6_6398 0_1
cluster_7455 SMESG000024669.1 dd_Smed_v6_3583_0_1

cluster_754 SMESG000055572.1 dd_Smed_v6_859 0_1 CAT
cluster_755 SMESG000071264.1 dd_Smed_v6_665_0_1 IPO5
cluster_7560

cluster_761 SMESG000010495.1 dd_Smed_v6_2020_0_1 FARSB
cluster_767 SMESG000017093.1 dd_Smed_v6_4014_0_1 DDHD2
cluster_775 SMESG000020467.1 dd_Smed_v6_2039_0_1
cluster_7938 SMESG000030583.1

cluster_803 SMESG000065325.1 dd_Smed_v6_141_0_1 HSPD1
cluster_8169
cluster_8234 dd_Smed_v6_47_0_1

cluster_853 SMESG000065612.1 dd_Smed_v6_2092_0_1 ETS2
cluster_8538
cluster_8700

cluster_877 SMESG000079650.1 dd_Smed_v6_124_0_1 TUBA1A
cluster_883 dd_Smed_v6_523_0_1 ELOVL3
cluster_923 SMESG000061099.1 dd_Smed_v6_30_0_1 EEF1A1
cluster_937 SMESG000003007.1 dd_Smed_v6_282 0_1 SEC61A2
cluster_975 SMESG000003820.1 dd_Smed_v6_2022_0_1 LPCAT1
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Analysis of Fox genes in Schmidtea
mediterranea reveals new families
and a conserved role of Smed-foxO
in controlling cell death

Eudald Pascual-Carreras23"/, Carlos Herrera-Ubeda*3, Maria Rossell6'2,
Pablo Coronel-Cérdoba’?, Jordi Garcia-Fernandez'?, Emili Sal6'? & Teresa Adell"*

The forkhead box (Fox) genes encode transcription factors that control several key aspects of
development. Present in the ancestor of all eukaryotes, Fox genes underwent several duplications
followed by loss and diversification events that gave rise to the current 25 families. However, few
Fox members have been identified from the Lophotrochozoa clade, and specifically from planarians,
which are a unique model for understanding development, due to the striking plasticity of the adult.
The aim of this study was to identify and perform evolutionary and functional studies of the Fox genes
of lophotrochozoan species and, specifically, of the planarian Schmidtea mediterranea. Generating

a pipeline for identifying Forkhead domains and using phylogenetics allowed us the phylogenetic
reconstruction of Fox genes. We corrected the annotation for misannotated genes and uncovered

a new family, the QD, present in all metazoans. According to the new phylogeny, the 27 Fox genes
found in Schmidtea mediterranea were classified into 12 families. In Platyhelminthes, family losses
were accompanied by extensive gene diversification and the appearance of specific families, the A(P)
and N(P). Among the newly identified planarian Fox genes, we found a single copy of foxO, which
shows an evolutionary conserved role in controlling cell death.

Abbreviations
Amq  Amphimedon queenslandica
Bla Branchiostoma lanceolatum

Bose  Bothrioplana semperi

Cate Catenulia

Cgi Crassostrea gigas

Cte Capitella teleta

Djap  Dugesia japonica

Dlac  Dendrocoelum lacteum
Dme  Drosophila melanogaster
Emul  Echinoccocus multiocularis
FHA  Forkhead associated domain
FKH  Forkhead domain

Fox Forkhead Box

Geap  Geocentrophora applanta
Gsa Gyrodactylus salaris

Hro Helobdella robusta

Hsa Homo sapiens

Ili Intoshia linei

Lept  Leptoplana tremellaris
Lgi Lottia gigantea

Lna Lingula anatine
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Meli  Mesostoma lingua

Mli Macrostomum lignano

Mli Macrostumum lignano

Mosp  Monocelis sp.

NES  Nuclear exportation signal

NLS  Nuclear localization signal

Nve Nematostella vectensis

Obi Octopus bimaculoides

Pfl Ptychodera flava

Pnig  Polycelis nigra

Pten  Polycelis tenuis

Ptor  Planaria torva

Sdo Suberites domuncula

Sko Saccoglossus kowalevskii

Sman  Schistosoma mansoni

Smed  Schmidtea mediterranea Asexual strain
Smes  Schmidtea mediterranea Sexual strain
Spol  Schmidtea polychroa

Spu Strongylocentrotus purpuratus
Tea Tribolium castaneum

TF Transcription Factor

Tsol Taenia solium

WGD  Whole Genome Duplication
Xtr Xenopus tropicalis

Forkhead box (Fox) genes belong to the ‘winged helix” superfamily of transcription factors (TF) with a specific
DNA-binding domain referred to as the Forkhead domain (FKH), with approximately 100 Aa. In Metazoa, Fox
genes are expressed in a specific spaciotemporal manner during development, and control essential processes as
cell death, cell cycle and stem cell differentiation into specific cell lineages and populations'~*. Thus, Fox genes
play a major role during embryonic and postembryonic development, including: gastrulation, lifespan, immune
system regulation or tissue differentiation and maintenance'. In humans, the lack of some Fox genes leads to
embryonic lethality or developmental diseases such as Parkinson’s, defects in the immune system, speech and
language learning or cancer'>**.

Currently, over 2000 Fox proteins have been identified in 108 species of fungi and metazoans, including a vast
number of Phyla, such as Choanoflagellata®, Ctenophora’, Placozoa®, Porifera’, Cnidaria'’, Echinodermata'’,
Hemichordata'?, Cephalochordata'*'* and Chordata'*!'>. However, few Fox genes have been identified in lopho-
trochozoan species, and most functional studies have been only performed in few model organisms such as
mice'*", Drosophila melanogaster'>* or C. elegans®'. Planarians are Lophotrochozoans well known for their
astounding ability to regenerate any body part and change their size according to food availability. Such tissue
plasticity is due to the presence of adult stem cells (neoblasts) that can give rise to all differentiated cell types,
which is accompanied by the continuous activation of the intercellular signalling mechanisms**~**. Planarians’
phylogenetic position and plasticity makes them an interesting model for investigating the Fox family at an
evolutionary and functional level.

Fox genes are currently phylogenetically classified and grouped into 25 families (A to S)>*. The different
gains and losses of Fox families have shaped the history of Fox family evolution, such as the division of family Q
into Q1 and Q2, N into N1/4 and N2/3, L into L1 and L2 or ] into J1 and J2/3'*. Another example of gain is the
S family, which seems to evolve by duplication of the C family and is specifically found in vertebrates'"*. Fox
family losses have also been reported, such as the AB in vertebrates'® or E, H, I, J2/3, M and Q1 in Ecdysozoa'".

The aim of this study was to identify and classify the Fox genes of the planarian species Schmidtea mediter-
ranea (Smed), along with the Fox genes of other lophotrochozoan species whose genome or transcriptome is
currently available?’~*. Previous studies of Fox genes expression and function in Smed showed that they were
tissue specific and participated in its maintenance. The essential role of foxA in the maintenance of the pharynx
and endodermal tissue has already been identified in planarians®, similar to its role in early endoderm devel-
opment in vertebrates®*~*¢, or the role of J1 paralogs in ciliogenesis*, similar to the one described in vertebrate
species as mice, chickens or frogs®**. However, other important Fox families such as the O family, related with
metabolism, growth and aging’**! had not been identified in planarias.

Through generating a pipeline for identifying Forkhead domains we identified and annotated 27 Fox genes in
Smed, 18 of which are firstly reported here. Phylogenetic analyses allowed us to classify Smed Fox in 12 families.
The integration of the newly identified Fox from Smed and other lophotrochozoans and Platyhelminthes with all
reported Fox genes allowed for the identification of the QD family, a new family which appears to originate after
the split of sponges from the rest of the eumetazoans. Most of the Fox families also originated during this period,
which was followed by various loss events and some diversification. Specifically, Platyhelminthes suffered a huge
gene family loss followed by gene diversification originating specific families: A(P) and N(P). Finally, we identi-
fied a single copy of the foxO gene in planarians and demonstrated its conserved role in controlling cell death.
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Results
Schmidtea mediterranea presents 27 Fox genes that can be classified in 12 families. With the
aim to identify all Fox genes of Smed, we developed a pipeline for identifying Forkhead domains (FKH) using the
available FKH from Pfam in combination with TransDecoder and HMMER (Fig. 1a, see “Methods”). As a result,
we found 27 distinct genes that contained this domain in the planarian genome?®. To determine which family
each of these genes belonged to, we performed a phylogenetic analysis using the FKH domain of the Fox genes
of an additional 20 species across metazoans, including several lophotrochozoans, to better resolve the Smed Fox
groups (Fig. 1a and “Methods”). The analysis resulted in the classification of the 27 FKH-containing Smed genes
into 12 Fox families (Figslb,c, S1, S2, S3). The complete information and new annotation regarding each FKH-
containing gene identified is provided in the supplementary materials (S1 File), along with the raw tree (S2 File).
The phylogenetic tree (Fig. 1b) shows that 5 out of these 12 families belong to Clade II, which is argued to
be the ancestor clade*>*’; and 7 belong to Clade I. To better visualise the different Fox genes in each cluster, we
inferred a series of new phylogenetic trees including only the genes from closely related families (Figs. 1c, S2, S3).
Using this visualisation, we found some Smed Fox genes that were not properly classified: a Smed Fox gene that
clusters between the L1 and the I families (Smed-foxL1/I) (Fig. 1¢c), a Smed Fox gene clustering as a sister group
of the A, AB and B families (Smed-foxA3) (Figs. 1c, S2), and a Smed Fox clustering as a sister group of the N2/3
family (Smed-foxN2/3-4) (Fig. 1c, S3). Furthermore, we can observe how the Q2 family, widely described in many
species'>*~% has a branch populated with several genes that cluster with a divergent Q2 gene known as foxQD in
Saccoglossus kowalevskii (Sko)'?. We consider this branch to be a new family (Fig. S2) which we called QD, due
to the FKH-containing gene originally described in Sko. A Smed Fox gene belongs to this family (Smed-foxQD).
Focusing on the presence of Fox genes in each family, we can observe that despite the number of Fox genes
in Smed has remained similar to the rest of lophotrochozoans (see purple lines in Fig. 2), the number of fami-
lies with representatives of Smed and the other two Platyhelminthes (Schistosoma mansoni and Macrostumum
lignano) has decreased. Particularly, Platyhelminthes seem to have lost the AB, B, E, H, I, Q1, Q2, M and N1/4
families (red dashed square in Fig. 2). This suggests a huge family loss at the base of Platyhelminthes phylum
(orange lines in Fig. 2) coupled with an expansion of the Fox number in specific families.

Platyhelminthes present specific Fox subfamilies: FoxA(P) and FoxN(P). To further investigate
the phylogeny of the unclassified Smed Fox genes (Smed-foxL1/I, Smed-foxA3 and Smed-foxN2/3-4) we per-
formed a second phylogenetic analysis focused on Platyhelminthes data. Repeating the same pipeline previously
described, we identified the FKH-containing genes from a total of 19 Platyhelminthes species (including Smed),
8 of which belong to the Tricladida order, to which Smed belongs (Fig. 3a). Platyhelminthes Fox data can be
found in the S3 File and the raw tree can be found in the S4 File. As previously, we also performed additional
phylogenetic trees of close-related families to better visualize each family (Figs. S1, S3b, S4, S5). This analysis
allowed us to properly classify the FoxL1/I gene into the L1 family (Fig. 3b), which seems to be slightly diver-
gent in the Tricladida Order, and thus we renamed it as Smed-foxL1. Furthermore, the new analysis allowed the
identification of two new subfamilies only present in Platyhelminthes to which the Smed-foxA3 and the Smed-
foxN2/3-4 genes belonged. Thus, we renamed them as Smed-foxA(P) (Fig. 3b) and Smed-foxN(P), respectively
(P meaning specific of Platyhelminthes) (Fig. S5). In this analysis the N subfamily was found to be specific to
Triclads, while the A(P) subfamily was also found in other Platyhelminth orders.

Based on these analyses we have identified and classified all FKH containing genes of Smed, including the
ones already published, which in some cases have been reclassified according to our analysis. Thus, the previous
Smed-foxQ2* is now classified as Smed-foxQD, and the previous Smed-Albino™ gene is now renamed as Smed-
foxP. The new classification of all Smed Fox genes can be found in Table 1 (also in S1 Table). We did not to relate
the subclassification of family genes between species, since it could cause a misleading annotation (i.e. foxD2
genes of Smed and Hsap are not directly homologs). The analysis of their protein domains shows that in addition
to the FKH domain, the K family genes also contained the Forkhead associated domain (FHA) and the P family
also showed a related coiled coil. Most of the proteins were enriched in nuclear localization signal (NLS) and/or
nuclear export signal (NES), in accordance with their function as TFs (Fig. S6).

Thanks to this new analysis, we could also confirm the loss of several Fox families in planarians (the AB, B, E,
H, I, Q1, Q2, M and N1/4 families) and we could determine that most of this family losses found in planarians
predate the emergence of the Platyhelminthes phylum. Besides the family losses earlier mentioned (Fig. 2), Tri-
cladida additionally lost the J2/3 family. Interestingly, Tricladida (see turquoise lines in Fig. 4) have doubled the
FKH-containing genes compared to the other Platyhelminthes, while the number of families remained constant,
supporting an intrafamily diversification of Fox genes in this group (Fig. 4).

To note, the new QD family found in this study was found to be present in all Platyhelminthes, while the
Q2 family is lost in all of them. To better decipher the relation between the new QD family and Q2 family, we
performed a new phylogenetic analysis (Fig. 5). Increasing the number of species used outputted more confident
Bayes and Bootstrap node values, supporting that a new Fox family has been uncovered, which is present in
most Metazoa, including Platyhelminthes. Some genes misannotated in other families, such as Q2, B and I were
reannotated as QD (Table 2, S1 File).

Schmidtea mediterranea Fox genes appear not to be linked in the genome and to have drifted
through evolution. Regarding the relative position of Fox genes in the genomes of Metazoa, we can see
how some of them typically present a linkage such as in the case of the families D-E or C-F-L1-Ql, which
in other species is shown to cover different interval regions, from 20 to 300 kb***> >3, When comparing their
genomic position relative to other coding genes, Irimia et al.>* demonstrated that some of the Fox genes had
retained microsynteny across metazoans with a variety of genes. Although the Smed genome?” is not assembled
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Figure 1. Fox family evolution in Metazoa reveals 27 Fox genes in Schmidtea mediterranea divided in 12
families. (a) pipeline annotate Fox genes. (b) The ML phylogenetic trees based on FKH. Number of genes

per family in Schmidtea mediterranea is indicated inside a square next to each family. At nodes, values for the
approximate Bayes (square) and Likelihood (circle) ratio test are shown. Colour indicates % of confidence.
Family tree branches were collapsed at the base of the common node. One gene was unclassified in any family
(UC). Dashed line divides Clade I and Clade II Fox genes. (c) For each node-sharing families, a phylogenetic
tree was created using an Amgq gene from the opposite clade as out group. Family branches are painted with
the same colour as they are represented in the trees. Platyhelminthes genes are coloured light orange. Dark
crosses indicate previous characterized genes and dark asterisks indicate new fox characterized in Schmidtea
mediterranea (Smed). Aminoacidic sequences used are found in S1 File. Scale indicates expected aminoacidic
substitution per site.
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Figure 2. Distribution of Fox homologs in Metazoan clade indicating gene and family losses and some gene
duplications in Schmidtea mediterranea. Coloured boxes indicate the presence of an ortholog based on the
phylogenetic analysis. When there were no evidences of ortholog, the box remained white. A number (x

Ne) inside a box indicates paralogs per family and species. Families are divided in Clade I and II. Number of
genes and number of families per species are indicated. Metazoan? and Lophotrochozoa*® phylogenies were
used. Light purple lines indicate lophotrochozoan species and within light orange indicate Platyhelminthes
superphylum species. Gains (+) and losses () of genes are placed next to each clade. Main Clade I Fox
acquisition was at the base of Eumetazoa and different events of gains and losses happened through evolution.
Specifically, many families were lost in Platyhelminthes (red dashed polygon).

at chromosome level, we examined the genomic neighbourhood of Smed Fox genes. The only genes present in
the same scaffold were foxD2 and foxA1 with~ 187 kb of distance between them (S1 Table). Although the dis-
tance is less than the 0.1% of genome size* there are no other reports of A-D family linkage, meaning that no
canonical Fox genes linkages are found in this assembly version of Smed genome. In order to verify if, despite
this, there was some level of microsynteny conservation, we took an orthology-based approach similar to the
one used to identify orthologous lincRNAs between distant species® using humans as a comparison, as well as
manually checking the existence of already described microsyntenic pairs. In both cases, we found no conserved
microsynteny (S5 File). Additionally, we decided to perform whole-genome alignments between the different
scaffolds to examine the inter-paralog syntenic relationships (Figs. 6, S7). However, the synteny seems to be bro-
ken in all cases with most of the alignments falling exclusively into repeating elements such as LINEs.

Our data suggest that the Fox families found to be linked in other species (C-F-L1-Q1 and D-E)**** are not
linked in Smed, and Smed Fox genes show no microsynteny with described genes. However, this analysis should
be repeated when the genome of Smed is completely assembled.

Smed-foxO controls cell death in planarians. The expression pattern and function of most Smed Fox
genes remain unstudied. We performed an exhaustive analysis of their expression pattern by in situ hybridiza-
tion and by an in-silico search in the SCSeq databases®>”’, as well as a functional screening through RNAi. The
results show a tissue-specific pattern of expression for most of the genes which could give clues about their func-
tion (Figs. $8-S10, S1 Table). RNAi inhibition produced regenerative defects that were mild in some of them
(Fig. S11) but obvious in others, which could not regenerate proper eyes nor CNS (Fig. $12). For instance, foxD3
was expressed in GABAergic neurons according to the SCSeq databases (Fig. S8) and when inhibited produced
strong regenerative defects in the brain (Fig. S12, S1 Table). Both Platyhelminthes/planarian specific foxA(P) and
foxN(P) showed strong phenotype after inhibition (Fig. S12). foxA(P) was expressed in ‘activated early epidermal
progenitors’ according to the SCSeq databases (Fig. S8) and when inhibited animals could hardly regenerate nor
anterior or posterior wounds, giving rise to small animals (Fig. S12). foxN(P) was expressed in brain branches
and epidermal cells (Fig. S9), and when silenced animals did not regenerate eyes and presented a smaller brain,
suggesting that RNAi animals presented neural regenerative defects (Fig. S12).

We found particularly interesting the discovery of a unique copy of foxO, which is the homolog of daf-16
in C. elegans, known for its role in increasing longevity®®. Nowadays foxO is known to be crucial in controlling
metabolism and oxidative stress and also participates in the regulation of genes related to tissue repair and
homeostasis*'. Thus, we wondered whether Smed-foxO could have a role in controlling tissue regeneration and
homeostasis as well in planarians. First, we found that Smed FOXO conserves the three specific sites (Fig. S13a),
that under nutrient rich conditions are phosphorylated by AKT and lead to its ubiquitin degradation®* . To

(2021) 11:2947 | https://doi.org/10.1038/s41598-020-80627-0 nature portfolio

Scientific Reports |



www.nature.com/scientificreports/

a)

B @9=x<100
0 ©@75sx<95
[ Ox<7s

0,1
—
Scale Bar

n° of Smed fox
genes per family

b)
FoxG FoxL1

-
.

Clade | ,” Clade ll

FoxA FoxA(P) FoxQD

ue

Geap_L1_2 0,1

ate_L1_1
Cate 112

~Letr_Lt

I S— X

Ga_L1_2

Mi_G_3

Cte_QD_1
Cte QD_2
Cte_QD_3
Mi_QD_7
MI_QD_1

Mi_QD_3

Tsol A2
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Family | New gene name | Previous name | Gene Bank ID
Smed-foxAl Smed-FoxA JX010556 / BK013013

A Smed-foxA2 BK013028
Smed-foxA(P) BK013026

c Smed-foxC1 BK013019
Smed-foxC2 AY967492 / BK013022
Smed-foxD1 Smed-FoxD KC577557 / BK013024

D Smed-foxD2 BK013027
Smed-foxD3 BK013021

. Smed-foxF1 Smed-FoxF KJ934801 / BK013018
Smed-foxF2 Smed-FoxF-1 BK013034

G Smed-foxG BK013020

L1 Smed-foxL1 BK013023

Q/D Smed-foxQ/D Smed-FoxQ2 JX091076 / BK013031
Smed-fox]1-1 Smed-FoxJ1-1 JX842843
Smed-fox]1-2 Smed-Fox]1-2 ]X842844

J1 Smed-fox]1-3 Smed-Fox]1-3 JX842845
Smed-fox]1-4 Smed-Fox]1-4 JX842846
Smed-fox]1-5 BK013017
Smed-foxK1 BK013030

K Smed-foxK2 BK013032
Smed-foxK3 BK013035
Smed-foxN2/3-1 BK013014

N2/ Smed-foxN2/3-2 BK013016
Smed-foxN2/3-3 BK013029
Smed-foxN(P) BK013015

o Smed-foxO BK013025

P Smed-foxP Smed-Albino KX531078 / BK013033

Table 1. Fox genes in Schmidtea mediterranea. New and previous names of Fox genes in Smed are shown, with
their corresponding GeneBank Ids.

check whether in planarians this mechanism is conserved, we quantified foxO levels in fed animals. gPCR quan-
tification demonstrated that foxO was down-regulated in fed conditions (Fig. S13b). Altogether, suggested that
the AKT-dependent mechanism of foxO regulation could be conserved in planarians. Then, we found Smed-foxO
expressed ubiquitously and according to the SCSeq databases it was present in several cell types, such as neoblasts,
neurons, parenchymal, secretory and epidermal cells (Fig. S9-S10, S1 Table). Trough RNAI inhibition, we found
that in regenerating animals foxO RNAI inhibits the differentiation of the eyes and the proper regeneration of
the brain (Fig. S13¢).To gain insight into its function in tissue renewal, we inhibited it by RNAI in intact starving
animals. gPCR demonstrates Smed-foxO mRNA downregulation in Smed-foxO (RNAi) animals (Fig. S13d). After
two weeks of inhibition half of knockdown animals presented unpigmented zones, areas in which the brown
pigment of epidermal or eye cells is lost (Fig. 7a). Analysis of the CNS (anti-synapsin) and the pharynx (DAPI)
demonstrates that those structures are smaller and not properly maintained in Smed-foxO RNAi animals (Fig. 7b).
The problems in tissue turnover could arise by unpaired cell proliferation and/or cell death. To test these pos-
sibilities, we analysed M phase cells through PH3 staining, and apoptosis by TUNEL and caspase-3 assay. Cell
proliferation was unaffected after two weeks of inhibition (Fig. S13e). However, both TUNEL and caspase-3 assays
demonstrate that the apoptotic response that normally takes place in starved planarians, which are shrinking,
was inhibited in Smed-foxO RNAi animals (Fig. 7c,d). To confirm the pro-apoptotic role of FoxO in planarians
we quantified the levels of the pro-apoptotic gene bak, which is a reported target of foxO°'. qPCR quantification
shows their downregulation in foxO (RNAi) animals (Fig. S13f). A decrease in cell death that is not balanced by
an increase in cell proliferation must end up with an increase in the number of cells. We found that foxO (RNAi)
planarians reduced their size equivalently to control animals (Fig. S13g). However, the quantification of cells in
the epidermis demonstrates an increase in cell density in the RNAis (Fig. S13h). Furthermore, we observe that
epidermal cells are disorganized.

Overall, these results demonstrate that Smed-foxO is necessary for planarian cell turnover through the control
of cell death but not cell proliferation.

Discussion

The Fox genes in Metazoa: a story of early gains and specific losses.  The Fox genes evolution has
been a field of interest since their discovery. Although quite rich in different families, it seems that the ancestral
Fox gene was remarkably similar to the J1 family. This family has been proposed as the original Fox family,
giving rise to the rest of families by gene expansion and duplication*’. Few Fox genes have been identified in
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Figure 4. Distribution of Fox homologs reveals huge family loss and gene diversification in Platyhelminthes.
Coloured boxes indicate the presence of an ortholog based on the phylogenetic analysis. When there were no
evidences of ortholog, the box remained white. A number (x N°) inside a box indicates paralogs per family

and species. Families are divided in Clade I and II. Number of genes and number of families per species

are indicated. Species were classified into Platyhelminthes and Tricladida phylogeny accordingly to?® and®!,
respectively. Light orange indicates Platyhelminthes species within turquoise lines indicate Tricladida species;
grey box indicates Dugesiidae family. Species belonging to the Tricladida order show different losses, gains and
specialization events. Gains (+) and losses (—) of genes are indicated. Specifically, many families were lost in
Platyhelminthes (red dashed polygon). FoxA(P) and FoxN(P) origin seems to predate Proseriata and Tricladida
order, respectively.
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choanoflagellates and in sponges®™ and, as seen in Fig. 2, an expansion of the families took place before the

origin of cnidarians, when most of the Clade II families and some Clade I families appeared. At the base of bila-
terians, new families appeared: F, H and L1 (exclusive of bilaterians); R and S (vertebrate and mammal specific,
respectively). This would mean that some of the Fox families are easily lost through evolution, as seems to be the
case for H, I, and Q1 families. In agreement with other analysis***?, those families would have appeared early
on the metazoans, and then were lost in a species-specific manner several times through evolution (Fig. 2). In
addition, our findings support that some clades suffered massive losses, such as Ecdysozoa which has lost seven
families, as it has been proposed by Mazes et al.', although the losses in this clade could be less if more organ-
isms where used in the analyses. Nonetheless, the clade with the greatest number of specific losses seems to be
Platyhelminthes with ten families lost (Fig. 4). This is in line with other studies that have analysed the evolution
of different gene families in Platyhelminthes, such as the Wnt family, which demonstrated a great number of
family losses in this clade®~*°.

Uncovering the QD family. In this study we identified a new Fox gene family not previously described, the
QD, to which some genes misannotated in other families belong to, such as Q2, B and I (Table 2, S1 File). This
family originated from a paralog duplication that gave rise to both the already known Q2 family and the new QD
family. According to our data, the origin of the QD family could be prior to the eumetazoan radiation although
to confirm this, analysis on placozoans and ctenophores would need to be carried out. The QD family is present
in almost all taxa studied and is completely lost only in vertebrates (Fig. 2).

Not only the phylogenetic data but also their different expression patterns support that QD and Q2 are dif-
ferent families. While Fox Q2 genes show an evolutionary conserved role in anterior brain development**,
Sko foxQD shows a completely different spatiotemporal expression'”. Smed foxQD, which was annotated as
foxQ2, is not expressed in nor has a role in anterior patterning*”*”*, We hope that, much like in the case of the
uncovering of the AB family by Yu et al."?, this new family can help to elucidate some of the inconsistencies in
annotation such as in the case of Smed and will also contribute to a better understanding of the function of the
different Fox families.

Planarian-specific Fox: FOXA(P) & FOXN(P). When analysing the Platyhelminthes tree, we were able
to properly classify the outgrouping L1/I Smed Fox into the L1 family (Fig. 3b). Furthermore, having more
Platyhelminthes in the phylogeny resulted in two families grouping into a new branch (Figs. 3a,b, $4, S5). These
were named foxA(P) and foxN(P) as they appeared to be divergent members of the A and N families. The L1
family also appeared to be divergent in all Tricladida and is the cause of FoxL1/I appearing as an outgroup in
the metazoan tree (Fig. 1¢). In contrast with the QD family, which was present all along the metazoan tree, these
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Figure 5. New family FoxQD is broadly found in Metazoa but missing in Vertebrata and Porifera. The ML
phylogenetic trees based on FKH of Q2 and QD family evolution in all metazoan species studied in this work.
At nodes, values for the approximate Bayes (square) and Likelihood (circle) ratio test are shown. Colour
indicates % of confidence. An Amg-J2/3 from the opposite clade was used as out group. Family branches are
painted with the same colour as they are represented in the trees. Dark asterisk indicates a new fox characterized
in Schmidtea mediterranea (Smed). Red cross indicates Saccoglossus kowalewski foxQD gene. Platyhelminthes
QD genes are coloured light orange. Aminoacidic sequences used are placed in S1 and S3 File. Scale indicates
expected aminoacidic substitution per site.

two new subfamilies were only present in the Platyhelminthes superphylum. We have considered them to be
Platyhelminthes-specific subfamilies as they still cluster together with their main branch, but do not mix with
the other members. In the case of the N(P), it appears to be Triclad-specific. However, a more exhaustive phy-
logenetic analysis should be performed to support this observation. We propose that the huge losses that took
place before the origin of this clade may have caused the duplication and divergence that ultimately lead to the
formation of the A(P) and N(P) subfamilies. According to the SCSeq databases both genes are expressed in spe-
cific cells populations; foxA(P) in ‘activated early epidermal progenitors’ and foxN(P) in epidermic, GABAergic
and secretory 2 cells, which could agree with its functional specialization after duplication. The RNAi analysis
demonstrates they have an important role during regeneration, but further studies are required to investigate
their specific role during planarians regeneration.

Tricladida may have suffered a genome reorganisation. Regardless of the extensive above-men-
tioned variations in family numbers due to gains and losses, the number of Fox genes present across organisms
seems to be constant. The conserved number is roughly 23 genes with some obvious exceptions such as humans
or sponges (Fig. 2). This regularity may seem surprising, but as Fernandez and Gabaldon® pointed out, family
losses are usually compensated by gene duplications of the remaining family members (as appears to be the case
in Platyhelminthes). We cannot discard the possibility that family losses were compensated by the emergence of
de novo genes, which could cluster in pre-existing families due to artefacts of the clustering methods®. Another
interesting aspect to examine is the relation between the number of Fox genes and the number of Fox families.
When we study this connection in Platyhelminthes we find the opposite; the number of families remains con-
stant while the number of Fox genes increases in Tricladida (Fig. 4). This could be explained in three ways: i)
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Branchiostoma lanceolatum 1 x FoxD3

Ptychodera flava 2 X

Saccoglossus kowalevskii 1

Drosophil melanogaster 1 X Non annotated
FoxA1_B-like

w

Tribolium castaneum

Schistosoma mansoni

Schmidtea mediterranea X FoxQ2

Macrostumum lignano

Intoshia linei

Capitela teleta
Helobdella robusta

Lingula anatina

X FoxQ2_Lb

Lottia gigantea X FoxQ2b

Octopus bimaculoides

Crassostrea gigas X FoxB/FoxI
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Nematostella vectensis

Table 2. New annotation of QD genes in different metazoan species. Number of paralogs per species is
indicated. They are classified as New or Re-annotated genes. In this case, the previous family is shown.
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Figure 6. Fox paralogs do not present syntenic relationships in Smed genome. Alignments between scaffolds
containing same-family Fox genes are represented with Circos. The Circos representation is composed of two
tracks: In the outer ring the scaffolds containing Fox genes are labelled with their name (each tick representing
150 kb); in the inner ring, the repeating elements”® coloured in green (LINEs), blue (TLR) and black (simple
repeats and other). Repeats are filtered to be shown only when greater than 1 kb. Grey lines connecting the
scaffolds are the representation of the alignments, filtered to be shown only when greater than 1 Kb. In each
scaffold, the region corresponding to the Fox gene (+-5 Kb) is represented as a perpendicular darker region, and
all the links that fall onto it are coloured accordingly.

several tandem duplications occurred before the branching of Tricladida, ii) a partial genome duplication event
happened and affected the Fox genes, iii) a whole genome duplication (WGD) event happened. Currently, we
do not have enough data to support any of these hypotheses. Other studies that have found gene duplications
in Platyhelminthes species propose that WGD events could have occurred®**’*”!. In Smed, we found every Fox
gene in a different scaffold (except for foxA1 and foxD1I) and we could not find any trace of microsynteny retained
in the Fox gene regions, not even within the Smed genome comparing paralogs-containing scaffolds. It must be
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Figure 7. Starving foxO (RNAi) animals show tissue disruption and a reduction of cell death. (a) Schematic
depicting RNAi procedure. (b) 50% of in vivo foxO knockdown animals presented unpigmented regions (white
arrow), neural tissue disappearance (yellow arrow in synapsin immunoassayed animals, and pharynx size
reduction, as shown by DAPI staining and relative size quantification (controls, n=17; RNAi, n=18; *P<0.05).
(¢) Quantification of TUNEL + cells on transversal sections show a reduction of positive cells in foxO (RNAi)
animals compared to controls (controls, n=86; RNAi, n=117; *P<0.05). (d) Quantification of caspase-3 activity
in foxO (RNAi) animals and controls shows cell death reduction (controls, n>6; RNAi, n>6; **P<0.01). Scale
bars: b up and mid =100 pm and down =10 pm; ¢=100 pm.

noted that although the Smed genome is not completely assembled but is still fragmented in 481 scaffolds, most
of the scaffolds interrogated were more than 3 Mb long and only two of them shorter than 1 Mb. Thus, in the
Smed genome we cannot observe any indicator of WGD although a massive reorganization, erasing any trace of
it, could have occurred. For clarification, we would need a number of Tricladida available genomes of sufficient
quality. Regrettably, the Smed genome is the only high quality Tricladida genome currently accessible.
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Specificity of Fox genes families expression and function. The identification of the complete set of
Fox genes in Smed together with the analysis of the expression pattern and function of the newly identified genes
provides a more complete view of the function of each fox gene and family. Some results agree with an evolution-
ary conserved role of fox families and others do not. For instance, the A family mostly participates in endoderm
specification during gastrulation, notochord formation in vertebrates or pharynx formation in cnidarians and
planarians’>~°. Accordingly, in Smed, Djap and Spol, foxAl is expressed in the pharynx, and particularly in
Smed it was demonstrated to be fundamental for its specification®>’””%. However, we found foxA2 expression
in neuronal cells in de dorsoventral margin and foxA(P) in epidermal cells. Families C-F-L1-Q1 usually cluster
together in the genome and participate in the development of mesoendodermal tissues in many organisms*>”’.
We found no gene cluster arrangement of C-F-L1 families, but those genes might conserve their function deter-
mining mesoendodermal tissues in Smed, since their expression correlates with muscle cells and, particularly,
foxF2 regulates a specific pharynx muscle type®*®!. The D family is expressed in notochord and neural crest in
chordates, in intestinal precursors in C.elegans®* and in the nervous system in Drosophila melanogaster®. In
Smed and Djap, foxD1 is expressed in anterior muscle cells and participates in the anterior face decision®-*.
foxD2 and foxD3 were found in neurons and muscle cells, respectively. Accordingly, after knocking down foxD2,
planarians presented strong regenerative defects in the SNC. The J1 family was broadly found in ciliated cells
in different animals and tissues®”*. In Smed, fox]1-4 were found expressed in ciliated cells in different epider-
mal patterns®’; and the new foxJ1-5 is found in the epidermis, neuronal and protonephridia cells, suggesting a
conserved function of the family in ciliated cells. In vertebrates, the K family has been found expressed in meso-
dermal and ectodermal tissues®*. In Smed, foxK1-3 were found in the nervous system and in parenchymal or
secretory cells. Interestingly, after the inhibition of three K genes, planarians presented regenerative defects in
the nervous system, suggesting that all three genes have maintained a role controlling neurogenesis.

Overall, the integration of the current data regarding Fox families suggests that the expansion of families
often results in expression and functional diversification.

Cell death regulation by Smed-foxO is conserved in planarians.  Several Fox families have been lost
or have been expanded in Platyhelminthes. Interestingly, the FoxO family is one of the few that shows a unique
family member. FoxO has crucial roles in controlling molecular process related with aging and cancer'"®.
FoxO senses oxidative stress and responds through regulating cell motility, stress resistance, or cell death”’.
FoxO also has a conserved role in maintaining cellular energy homeostasis by coordinating cellular supplies
and demands®. When nutrients are available, InsulinR is activated and FoxO is phosphorylated by AKT, which
inhibits its entrance into the nucleus®*®. Under conditions of growth factor limitation or other stresses, FoxO
enters the nucleus and inhibits mMTORCI1. Our data shows that Smed-foxO is probably regulated by AKT, since
it conserves the phosphorylation domains and, furthermore, Smed-foxO RNAI inhibition impairs the apop-
totic response, which is the opposite phenotype described after AKT RNAi in planarians”. Thus, it could be
proposed that in starved planarians, the limitation of nutrients inhibits the insulin pathway and AKT, allowing
for the increase in levels of unphosphorylated Smed-foxO that can enter the nucleus. In the nucleus, Smed-foxO
activates the apoptotic response required in starved planarians to trigger degrowth?-%. In Smed-foxO (RNAi)
animals this transcriptional activity cannot take place and neither can the apoptotic response. The reduction of
cell death after foxO inhibition appears to be evolutionarily conserved as it has been also observed in Hydra*’,
C.elegans'"'"!, Drosophila melanogaster’'"> and in various mammal tissue types'®*-'. Although the mRNA
expression of foxO is found in specific cell types its regulation can take place post-transcriptionally'”’, thus with
the present data we cannot discern about the contribution of specific tissues to the RNAi phenotype observed
in this study. Since we have observed that epidermal cells are disorganized, and this is one of the cell lineages
where foxO is expressed, we could hypothesize that a decrease in cell death in this cell type could contribute to
the phenotype observed.

Smed-foxO could also be regulated by other pathways as the Sirtuin family'%, which senses cellular metabolic
state and acetylates FoxO (activation). Recently, Ziman et al. have demonstrated in planarians that upon starva-
tion and after sirtuin-1 inhibition (foxO inhibition) animals display a reduction in cell death®”.

The cellular REDOX state is not only essential for cellular homeostasis but it is necessary to activate the
regenerative response in several models, as well as in planarians'®. In this study we have shown that Smed-FoxO
is also required for proper regeneration, but further studies are required to test whether it also senses ROS levels
both in regenerating and in intact planarians.

108

Conclusions

As we acquire more information on the presence of the TF Fox family across metazoan species, it becomes
clearer that some Fox genes originated at the base of metazoans followed by different events of gene loss and
diversification as proposed by*>**!!%. Following this thread, as the number of annotated Fox genes increase,
our ability to classify them also improves up until the point where ideally no Fox would be misannotated. In
the past, these errors in the annotation led to a misunderstanding of the evolution of conserved functions in
different Fox families.

In this study, the new annotation allowed for the proposal of a new family present in most metazoans, the
FoxQD, as well as phylum-specific families exclusively found in Platyhelminthes. The appearance of phylum-
specific families might not be unique to Platyhelminthes and could have happened several times throughout
evolution. To prove this theory, there is a need of a better Fox gene annotation from all across the metazoan spe-
cies. Besides, the proper phylogeny of these genes is not the only benefit. Having better annotated Fox genes in
different key species will also help us to understand how different gene regulatory networks and developmental
processes could have evolved.
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Schmidtea mediterranea is a unique model that raises developmental questions in an evolutionary context
due to its position in lophotrochozoans, an under-studied clade, and due to its stem cell-based plasticity. The
identification of 27 genes divided into 12 families will give us the bases from which to understand how the TFs
take part in the regulation of key molecular pathways that control major developmental roles. In particular, in
this study we proved that Smed-foxO, which in contrast to other families is constantly present in metazoans, is
evolutionary conserved to regulate cell death.

Finally, the identification of complete gene families in Smed will also help to understand the evolution of pla-
narians and Platyhelminthes. Here we have seen how in the order Tricladida the number of Fox genes increased
while the number of families was retained. However, we could not find traces of neither a genome (whole or
partial) duplication event nor tandem duplications of the Fox genes. This indicates that in planarian ancestors a
genomic reorganisation could have occurred. A larger amount of Platyhelminthes and Tricladida genomes are
needed to clarify these evolutionary scenarios.

Methods
All methods were carried out in accordance with relevant guidelines and regulations.
Experiments were performed with planarians, flatworms that do not require specific approvals.

Sequence and phylogenetic analyses. For generating the phylogenetic trees, we first obtained the FOX
protein sequences from several different sources. In some of the cases we were able to collect them from the
public databases, like in the case of Hsa or Xtr (S2 Table). For the rest of the organisms a manual annotation
was required. If the only resource available was a transcriptome, like in the case of Tsol, we used Transdecoder
(v5.5.0) to obtain the translated proteins. Using HMMER with default parameters and a cutoff e-value of le-4
(v3.1b2) and the Pfam'"" motive of the Forkhead domain (PF00250.13), we extracted the Forkhead-containing
proteins.

The whole set of translated proteins was aligned again using MAFFT''? with the L-INS-i strategy and the
aligning Forkhead domain was selected. This alignment was the input used for IQ-TREE'" to generate the
phylogenetic tree. The options used to run the webserver of IQ-TREE were the ones by default, including the
automatic substitution model selector and the ultrafast bootstrap analysis, except for the number of bootstrap
alignments (set at 2500), the single branch test number of replicates (set at 2000) and the approximate Bayes test
option (selected). The trees were visualized using Dendroscope3 v3.6.3''* with the default parameters.

For Smed FOX domains disposition architecture the NCBI web server was used (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) to identify FKH, FHA and FOXP coiled coil;''* and''® were used to identify NLS
and NES, respectively.

Paralog analysis. The homology relationships between Smed and human was assessed with the best hitin a
two-way blast (v2.6.0) search against human RefSeq transcripts. For the analysis of Smed scaffolds, a blast of the
whole genome against the whole genome with the parameters “-evalue le-20 -word_size 100” was performed,
and then the data was visualized using Circos (v0.69-9), adding a track for repeating elements. Both, the links
and the repeats were filtered for only rendering those greater than 1 Kb.

Animal maintenance. Asexual clonal strain of Smed BCN-10 biotype were maintained in PAM water!” as
previously described''®. To keep planarian population, animals were fed twice per week with liver, and starved
for a week before being used in any experiment.

Isolation of Fox genes and quantitative real-time PCR. In any experiment, TRIzol reagent (Invitro-
gen) was used to extract total RNA from intact planarians, and cDNA was synthesized as previously described
in%. Fox genes PCR fragments were cloned into pGEM-T Easy (Promega) vector for dsRNA synthesis or pCRII
(Life Technologies) vector to ssRNA synthesis. Nucleotide sequence data reported are available in the Third
Party Annotation Section of the DDBJ/ENA/GenBank databases under the accession numbers TPA: BK010973-
BK010987. Quantitative real-time PCRs were performed on 7500 Fast PCR System (Applied Biosystems), exper-
iments were conducted using 3 biological and 3 technical replicates for each condition. Expression levels were
normalized to that of the housekeeping gene ura4. All primers used in this study are shown at S6 File.

Whole-mount in situ hybridization. SP6 or T7 polymerase and DIG- or FITC- modified (Roche) were
used to synthesise RNA probes in vitro. For colorimetric whole-mount in situ hybridization (WISH) the previ-
ously described'" protocol was followed. Animals were sacrificed with 5% N-acetyl-L-cysteine (NAC), fixed
with 4% formaldehyde (FA), and permeabilized with Reduction Solution.

RNAi experiments. Double strand RNA (dsRNA) was synthesised by in vitro transcription (Roche) as pre-
viously described'®’. Injections of dsRNA (3 x 32.2 nl) were carried into the digestive system of each animal on
3 consecutive days per week using Nanoject II injector (Drummond Scientific Company). Experiments in intact
animals were conducted with starved animals undergoing 2 consecutive weeks of injection, without amputation.
In regenerating experiments, animals underwent two weeks of inhibition and amputation. gfp was injected as a
control.

Immunohistochemistry staining. Whole-mount immunohistochemistry staining was performed as
previously described'?. Animals were sacrificed with 2% HCl and fixed with 4% FA. Animals were blocked in
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1% bovine serum albumin (BSA) in 1X PBSTx 0,3% (Blocking Solution) for 2 h at RT. Primary antibodies were
diluted in blocking solution and incubated 16 h rocking at 4 °C. Then, washes were per performed for at least
4 h. Secondary antibodies were diluted in blocking solution for 16 h rocking at 4 °C.

The following antibodies were used in these experiments: mouse anti-synapsin (anti-SYNORF1, 1:50; Devel-
opmental Studies Hybridoma Bank, Iowa City, IA, USA), rabbit anti-phospho-histone H3 (Ser10) (D2C8) (PH3)
(1:500; Cell Signaling Technology) and mouse anti-VC1 (anti-arrestin, 1:15,000, kindly provided by Professor K.
Watanabe). The secondary antibody used was Alexa 488-conjugated goat anti-mouse (1:400; Molecular Probes,
Waltham, MA, USA) and Alexa 568-conjugated goat anti-rabbit (1:1000: Molecular Probes, Waltham, MA, USA).
Nuclei were stained with DAPT (1:5000; Sigma).

Caspase 3 activity assay. At the end of the second week of RNAi inhibition, protein extraction was per-
formed. BioRad protein reagent was used to obtain protein concentration of the cell lysates. Fluorometric analy-
sis of caspase-3 activity was performed as described previously'??. Fluorescence was measured in a lumines-
cence spectrophotometer (Perkin- Elmer LS-50) using Fluostar Optima microplate fluorescence reader (BMG
Labtech), applying the following settings: excitation, 380 nm; emission, 440 nm. 20 mg of protein extract was
used to determine enzyme activity, incubating for 2 h at 37 °C with 20 uM caspase-3 substrate Ac-DEVD-AMC
or 2 ml from a stock of 1 mg/ml for a final volume of 150 pl. Three technical replicates were analysed per condi-
tion.

TUNEL assay on paraffin sections.  Animals were sacrificed with 2%HCl and fixed with 4%PFA. Paraffin
embedding and sectioning were carried out as previously described in'*. Slides were de-waxed and re-hydrated
as previously described in'*". Sections were treated as described previously in'* and after the dewaxing step, they
were incubated with Proteinase K (20 pg/ml for 10 min at room temperature). Finally, the ApopTag Red In situ
Apoptosis Detection Kit (CHEMICON, $7165) was used, following manufacturer’s protocol. Nuclei were stained
with DAPI (1:5000; Sigma).

Imaging and quantification. WISH images were captured with a ProgRes C3 camera from Jenoptik (Jena,
TH, Germany). In vivo images were obtained using Scmex 3.0 camera in a Zeiss Stemi SV 6 binocular loupe and
measured suing Fiji Y. A Zeiss LSM 880 confocal microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) was used to obtain
confocal images of whole-mount immunostainings, TUNEL staining and epidermal sections. Representative
confocal stacks for each experimental condition are shown. Cell counting of PH3 +and TUNEL staining was
carried out by eye quantification in a previous defined area of each animal. Areas are schematically indicated in
each figure. The total number of PH3 + cells was divided by the animal area. For TUNEL quantification, TUNEL
positive cells were counted in at least 30 representative transversal sections per animal. The number of positive
cells were divided by the mean area of the all sections in each animal. For epidermal cell density, the number
of nuclei were manually counted and divided per the total image area. Images were blind analysed and later
grouped according to each genotype. At least two animals were analysed per condition.

Statistical analysis and presentation. Statistical and presentation analyses were performed using
GraphPad Prism 8. Two-sided Student’s t-tests (a=0.05) were performed to compare the means of 2 popula-
tions. To compare 2 populations, we used box plots depicting the median, the 25th and 75th percentiles (box),
and all included data points (black dots). Whiskers extend to the largest data point within the 1.5 interquartile
range of the upper quartile and to the smallest data point within the 1.5 interquartile lower ranges of the quartile.
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TUNEL staining in sections of paraffin-enabled planarians

Abstract

Planarians are a model animal for the study of regeneration and homeostasis. Understanding how planarians
control their cellular balance is key to the knowledge of their plasticity. Both apoptotic and mitotic rates
can be quantified in ‘whole mount’ planarians. Apoptosis is usually analyzed through terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL), a technique that detects cell death by
identifying DNA breaks. In this paper we detail a protocol to analyze apoptotic cells in paraffin sections of

planarians, which enables a more accurate cellular visualization and quantification than in ‘whole mount’.
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1. Introduction

Planarians are flatworms, which are able to regenerate any body part and to change their size upon nutrient
availability. These amazing features are controlled by changes in cell proliferation and cell death. During
planarian regeneration, two peaks of apoptosis occur; one initial response near the wound at 1 to 4 hours
after injury and a second systemic increase of apoptosis after three days of injury (Pellettieri ez al., 2010).
Changes in size related to the nutrient status is also related to cell death, since there is a proportional
decrease in cell death to the nutritional abundance (Baguna, 1976; Pellettieri et al., 2010). All these features

make cell death an essential process for understanding planarian biology.

Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) is a technique that permits to
observe apoptotic cells directly in the tissue. This technique is based in the DNA brakes produced when
cells undergo apoptosis (Bortner, Oldenburg and Cidlowski, 1995). This oligos leaves 3'-hydroxyl termini
(3’-OH) that are targeted by the enzyme terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT). The TdT catalyzes
the addition of labeled dUTP to the free 3’~-OH. These newly modified ends are finally targeted by specific

antibodies allowing the immunostaining of cells that undergo cell death.

TUNEL has been used in whole mount planarians (Stubenhaus and Pellettieri, 2018). However, this
protocol presents technical difficulties, since in uninjured animals the poor permeability of the tissue
impedes the detection of all apoptotic cells. Here we provide a new TUNEL protocol in planarian paraffin
sections, which allows the detection of apoptotic cells inside the planarian tissues, providing a detailed view

of all apoptotic cells and their localization.

The TUNEL staining in paraffin sections has three main steps. 1) fixation of the animals; 2) paraffin
inclusion of planarians, which consists in their paraffin embedding, sectioning and deparaffinization (Adell

et al., 2018); and 3) the tunnel staining, using the ApopTag® Red In Situ Apoptosis Detection Kit.



2. Materials

2.1 Planarian fixation
- 2% HCI solution: HCI diluted in ultrapure cold H>O (see Note 1).
- 4% PFA solution: 4% paraformaldehyde powder diluted in PBS. To dilute warm the solution at
no more that 50 °C and agitate manually. Let the solution to set at room temperature before using
(see Note 2).
- 1x PBS: 10x PBS stock diluted to 1x with ultrapure H,O.
- 10x PBS: 1.37 M NacCl, 27 mM KCI, 100 mM Na2HPO4, and 20 mM KH2PO4 in ultrapure H,O.

Adjust pH to 7.4 with 37% HCI solution.

2.2 Paraffin embedding, sectioning and deparaffinization
- 100% Ethanol.
- 96% Ethanol (diluted in ultrapure H,O).
- 70% Ethanol (diluted in ultrapure H,O).
- 100% Xylene (see Note 3).
- 1:1 Xylene:EtOH (1:1 mixture of xylene and EtOH).
- 100% Paraffin for histopathology.

- 50% Paraffin (1:1 mixture of paraffin and xylene, pre heated to 56 °C).

2.3 Tunnel staining using ApopTag® Red In Situ Apoptosis Detection Kit

- Proteinase K solution: 20 pg/ml of proteinase K diluted in PBS.

- ApopTag® Red In Situ Apoptosis Detection Kit (Sigma-Aldrich S7165).

- TdT enzyme solution: 70% Reaction Buffer from ApopTag® kit and 30% TdT Enzyme from
ApopTag® kit.

- Stop/Wash solution: 2 ml of Stop/Wash Buffer from ApopTag® kit in 68 ml of ultrapure H,O.

- Anti-Dig solution: 53% Blocking Solution from ApopTag® kit and 47% Anti-Digoxigenin-
Rhodamine from ApopTag® kit.

- Nuclear staining: 0.5 pg/mL DAPI in PBS. Conveniently prepared as a 1:10.000 dilution of a 5
mg/mL stock in ultrapure H,O (can be frozen at —20).

- Mounting solution: SlowFade® (Glycerol-based commercial reagent) or 4% n-propyl gallate in

70% glycerol.



3. Methods

3.1 Planarian fixation

1.

Transfer planarians to a 15 ml tube. Replace planarian salt solution with pre-chilled 2% HCI solution
to kill the animals and to remove the mucus. Incubate for 4 min alternating one minute in ice and one
minute in gentle manual agitation.

Replace the HCI with the fixative 4% PFA and incubate planarian during 4h at 4 °C in agitation.
Wash fixed planarians once with 1x PBS and continue washing with 1x PBS overnight at 4 °C in
agitation.

Discard the 1x PBS and replace it with 70% EtOH. Incubate during 10 min at room temperature (see

Note 4).

3.2 Paraffin embedding, sectioning and deparaffinization

1.

10.

11.

12.

Dehydrate planarians performing the following washes at room temperature under agitation:

e 10 min 70% EtOH

e 10 min 96% EtOH

e 2x5min 100% EtOH

e 10 min 1:1 Xylene:EtOH

e 2x5min 100% Xylene

Bring planarians to 56 °C replacing Xylene with 1:1 Xylene:Paraffin solution. Incubate 5 min at 56 °C.
Transfer planarians from tubes to small glass containers and fill them with paraftin. This process must
be done in the 56 °C oven otherwise the paraffin will solidify.

Incubate for 20 min with paraffine.

Replace the paraftine in the glass containers with new paraffine. Incubate for twenty minutes.

Repeat the previous step.

After the last paraffin incubation put a Petri dish on a warm plate a 56 °C. Fill it with paraffin.
Transfer planarians from the oven to the Petri dish using a pre-heated 56 °C Pasteur pipette.

Set up the planarians among the Petri dish separated from each other (see Note 5).

Remove the Petri dish from the warm plate and let it sit for at least 30 min.

Store at 4 °C overnight (see Note 6).

Use a scalpel blade to cut each planarian in cubes (see Note 7 and Note 8). Attach the cubes to the

microtome support (see Note 9).



13.

14.

15.

16.

Section the planarian with a microtome (see Note 10).

Place the ribbon of histological sections on a poly-1-lysine-coated slide. The slide must be covered with
ultrapure H>O and on the hot plate set to 37 °C.

Dry the slices overnight at 37 °C.

Deparaffinize and rehydrate planarian sections performing the following washes at room temperature
in glass jars:

e 2x5min 100% Xylene

e 2x5min 100% EtOH

e 2x5min 96% EtOH

e 2x5min 70% EtOH

e 2x5min 1x PBS

3.3 Tunnel staining using ApopTag® Red In Situ Apoptosis Detection Kit

1.

If a positive control of the experiment is required, slides can be treated with agents that produce DNA
breaks. This steep is optional and must only be done if we want to induce cell death. We have two
options:

- Incubate slides with 2N HCI during 40 min at room temperature.

- Treat slides with 5U/ml of DNAse diluted in 1% PBS for 1h at room temperature.

For antigen unmasking incubate slides with 20 pg/ml proteinase K during 10 min at room temperature.
This steep can be done in glass jars.

Wash the slides twice with 1x PBS during 2 min in glass jars

Take out the slides from the jar and dry the excess of liquid by capillarity. Quickly pipette 150 pl of
Equilibration Buffer from the ApopTag® Kit and incubate for at least 10 seconds (see Note 11).
Remove the Equilibration buffer and rapidly add 50 pl of TdT enzyme solution (see Note 12) on top
of the slide. Cover the slide with a plastic cover provided in the kit (see Note 13). Incubate in a
humidified chamber (see Note 14) at 37 °C for 2 hours.

After TdT incubation submerge the slides in a glass jar with Stop/Wash buffer. Incubate at room
temperature for 10 min

Wash the slides for 2 min in 1x PBS three times.

Remove the slides from the jar and rapidly add 80 ul of anti-DIG solution on top of the slide. Cover

the slide with a plastic cover provided in the kit. Slides must never be completely dry. Process one



10.

11.

12.

slide at a time, as the slices must not dry out (see Note 11). Put slides in a humidified chamber and
incubate at 4 °C overnight (see Note 15).

Submerge slides in a glass jar with 1x PBS for 2 min.

Wash 3x with 1x PBS, 2 min each time.

Incubate with a Nuclear staining for at least 30 min (see Note 16).

Mount using a Mounting solution.



4. Notes

1.

2.

10.

11.

12.

13.

The solution must be made just before use

The 4% PFA solution can be prepped the day before and kept in the fridge until is used. Avoid using
solutions that had been stored for a long time because it can impact in the fixation process.

Xylene is toxic, and the commercial substitute Neo-Clear can be used.

Other protocols suggest that animals can be stored at -20 °C in 70% EtOH. For the Tunnel this steep is
not recommended because it can affect the final staining.

In order to spread the planarians in the plate is useful to use the punch at 54°C. The punch, with wooden
or plastic handle, can be kept in the 56°C chamber in order to keep it warm. If the punch is not warm
the planarians will stick to it.

Paraffin blocks can be stored at 4 °C for short term storage or at 20 °C for long term storage.

To cut the planarians individually use a warm blade to avoid cracking. The blade con be from a scalpel
or an old microtome blade. To warm the blade a Bunsen flame can be used. When cutting the paraffin
avoid using excessive force. The warm metal of the blade will melt the paraffin making the process
easier. Do not pally heat directly on the animal only in the surrounding paraffin.

The paraffin cubes must be a few centimeters wider than the planarian to avoid damaging the animal.
In terms of height the zone that will be facing the microtome support should be ticker. See the scheme
in Note 9 to know how to orient planarians.

The orientation of the cub on the microtome support is determining the type of cut that will be

posteriorly made. See the scheme below.

The thickness of the microtome slides is usually set at 10 pm but this parameter can vary depending
on the experimental needs.

Slides must never be completely dry. In some steeps were low quantities of reagents are used process
one slide at a time; finish the process in one slide before continuing with the next one.

TdT enzyme solution must be freshly made and kept in ice until used.

Plastic covers can be washed and reused in further experiments. Wash the covers with abundant

distillated H,O and let them dry covered with absorbent paper.



14. A humidified chamber can be obtained with wet absorbent paper in a big petri dish, to create a humid
ambient to avoid solution evaporation.

15. Antibody incubation can also be performed at room temperature during 3 h. Room temperature
incubation sometimes can lead to the appearance of unspecific staining.

16. Several nuclear stainings can be used. We use DAPI because it has no interference with the red

fluorescence of the TUNEL antibody.
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Figures

h pharynx

Figure 1. TUNEL staining in a section of paraffin embeded planarian. Magenta dots are cells undergoing
apoptosis, since they are positive for TUNEL staining. Nucleus are stained with DAPI (white), and show
the different planarian tissues, as the pharynx and the brain. A magnification of the yellow squared area is
showed (x 3). A, anterior; P, posterior; V, ventral; D, Dorsal. The drawing on the left indicates the level of

the sagittal section performed. Scale is 0,5 mm.
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