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ABC: Complejo avidina-biotina-
peroxidasa.

APS: Persulfato de amonio (ammonium
persulphate).

BDNF: Factor de crecimiento derivado del
cerebro (brain derived neurotrophic
factor).

BMP: Proteina morfogénica del hueso
(bone morphogenic protein).

BOP: Bulbo olfatorio principal.

BrdU: 5-bromo-2'-deoxiuridina.

CB: Calbindina D-28k.

CCK: Colecistoquinina.

CCM: Capa de las células mitrales.
CDK: Kinasa dependiente de ciclina.
CDKI.: Inhibidor de kinasa dependiente
de ciclina.

CG: Capa glomerular.

CGr: Capa de los granos.

CI: Capas internas del BOP.

CMBOPa: Célula madre del bulbo
olfatorio adulto.

CMN: Célula madre neural.

CMNa: Células madre neurales adultas.
CMR: Corriente migratoria rostral.
CNO: Capa del nervio olfatorio.

CPE: Capa plexiforme externa.

CPI: Capa plexiforme interna.

CR: Calretinina.

DAB: Diaminobencidina.

DIV: Dias in vitro.

DMSO: Dimetilsulféxido.

EGF: Factor de crecimiento epidérmico
(epidermal growth factor).

EGFR: Receptor para el factor de
crecimiento epidérmico.

Fabp7: Proteina de union a acidos grasos
7 (fatty acid binding protein 7).

ABREVIATURAS

FBS: Suero fetal bovino (Fetal bovine
serum)

FdU: 5- fluoro-2’-deoxiuridina.

FGF: Factor de crecimiento de
fibroblastos (fibroblast growth factor)
GABA: Acido gamma aminobutirico
(gamma aminobutyric acia)

HD: Homeodominio.

HIPK2: Proteina kinasa que interacciona
con homeodominios (hAomeodomain-
Interacting protein kinase 2)

HRP: Peroxidasa de rabano (forseradish
peroxidase).

IF: Inmunofluorescencia.

IGF: Factor de crecimiento similar a la
insulina (insuline growth factor).

IP: Yoduro de Propidio (propidium
iodide).

LGE: Eminencia ganglionar lateral.

MBP: Proteina basica de mielina (myelin
basic protein).

MGE: Eminencia ganglionar medial.
NGF: Factor de crecimiento nervioso
(Nerve growth factor).

NO: Nervio olfatorio.

NOSnN: Sintasa de oxido nitrico neuronal.
NRO: Neurona receptora olfatoria.
NTvA: Nestina-TvA.

OBLS: Estructura similar al BO (of/factory
bulb-like structure).

OD: Oligodendrocito.

OPC: Célula precursora de
oligodentrocitos.

PCNA: Antigeno nuclear de proliferacion
celular (proliferative cell nuclear antigen)
PD: Dominio de tipo Paired.

PDGF: Factor de crecimiento derivado de

plaquetas (platelet derived growth factor).
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ABREVIATURAS

PDGFR: Receptor para el factor de
crecimiento derivado de plaquetas.
PG: Célula periglomerular.

PI3K: Fosfatidilinositol 3 kinasa.
PIP3: Fosfatidil inositol trifosfato.
pPRb: FosfoRetinoblastoma.

PST: Dominio rico en Prolina, Serina y
Treonina.

PV: Parvalbimina.

Rb: Retinoblastoma.

Rcn: Reticulocalbina.

RTK: Receptor tirosina kinasa.

SAC: Célula superficial de axon corto.
SDS: Dodecil Sulfato Sddico.

Sey: Small eye.

SeyP"®": Dickie s small eye.
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Shh: Sonic Hedhehog.

SNC: Sistema nervioso central.

TA: Temperatura ambiente.

TAD: Dominio de transactivacion.
TEMED: N,N,N,N'-tetrametilnediamina.
TF: Tampon fosfato 0,1 M, pH 7,3-7,4.
TFS: Tampdn fosfato salino pH 7,3-7,4.
TH: Tirosina hidroxilasa.

Tujl: Tubulina 3.

VEGF: Factor de crecimiento del endotelio
vascular (vascular endothelial growth
factor).

WB: Western Blot.

Wt1: Tumor de Wilms.

ZSV: Zona subventricular.

ZV: Zona ventricular.
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INTRODUCCION

1. Neurogénesis en adultos

Los primeros estudios que demuestran fehacientemente la existencia de
neurogénesis en animales adultos en el hipocampo datan de 1965 (Altman y Das). La
neurogénesis dirigida al bulbo olfatorio principal (BOP) se describié algo mas tarde (Kaplan y
Hinds, 1977). Sin embargo, estos estudios no tuvieron continuidad durante un largo tiempo.
El punto de inflexidn tuvo lugar al descubrirse la existencia de células madre en el cerebro
adulto (Reynolds y Weiss, 1992; Richards et a/., 1992), en paralelo a la identificacion de la
existencia de células madre en otros drganos adultos como el pulmén y el corazén
(Engelhardt et al., 1995; Anversa y Kajstura, 1998; Oh et al, 2003; Beltrami et a/., 2003;
revisado en Kotton et al, 2004; Stastna et al, 2009; Verstappen et al, 2009). Estos
descubrimientos hicieron que se considerase la existencia de las células madre adultas como
algo inherente a todos los drganos del cuerpo, no sélo a unos cuantos, clasicamente
considerados regenerativos, como la médula dsea, el intestino o la piel. A partir de ese
momento, principios de los afios 90, la neurogénesis en animales adultos supuso un gran
cambio de paradigma en la Neurobiologia y, en la actualidad, el funcionamiento del cerebro
esta siendo revisado incluyendo las posibilidades que plantea la plasticidad debida a la

generacion de nuevas células.

Como neurogénesis adulta se conoce al proceso de formacion de nuevas neuronas
en el cerebro adulto, que comprende desde las sefiales que inducen la division de la célula
precursora hasta su diferenciacion y su establecimiento definitivo como una nueva neurona
funcional. Este proceso comienza con la determinacion del tipo de divisién que sufre una
célula precursora o célula madre, que puede ser simétrica si se producen dos células hijas
idénticas, o asimétrica, si las hijas tienen potencial diferente (revisado en Farkas y Huttner,
2008; Zhong y Chia, 2008). Tras una division asimétrica, distintos factores, en su mayoria
desconocidos, determinan que alguna de las células hijas se convierta en un tipo celular
concreto, por ejemplo una neurona (Kempermann, 2006). Ademas, hay que tener en cuenta
los factores que permiten la supervivencia, la migracion y la diferenciacion de las neuronas
de nueva generacion, la ramificacion de axones y dendritas y el establecimiento de nuevas

sinapsis (Esquema 1).

Division asimétrica de precursores
Salida del ciclo celular

Decision de destino celular
Determinacion neuronal
Migracion
Supervivencia
Propiedades neuronales de
membrana

Esquema 1: Sucesos que
deben tener lugar para que

una célula madre genere una
nueva neurona. Adaptado de

Nueva Kempermann, 2006.
neurona

Célula madre

Extension de dendritas
Sinaptogénesis
Metabolismo de transmisores

Maduracién funcional 23



IINTRODUCCION

Las areas del cerebro capaces de producir nuevas neuronas se conocen cCOmo
regiones neurogénicas. En el cerebro adulto de mamiferos hay dos regiones
neurogénicas claramente definidas: la formacion hipocampal y la regidn neurogénica
constituida por la zona subventricular -corriente migratoria rostral —bulbo olfatorio principal
(ZSV-CMR-BOP). En ambas regiones se producen nuevas interneuronas de forma constante
durante toda la vida del animal (revisado en Kempermann, 2006). La capacidad neurogénica
fuera de estas dos regiones es una cuestion muy controvertida, siendo la corteza cerebral
una de las regiones mas polémicas. Por una parte, Gould y colaboradores (1999, 2001)
afirman que en la neocorteza adulta se generan nuevas neuronas, aunque sus resultados no
han podido ser reproducidos por otros grupos de investigacion (Kornack y Rakic, 2001;
Rakic, 2002; Koketsu et al, 2003). Por otra parte, la mayor parte de los investigadores
apoyan la idea de que, en condiciones fisioldgicas, en las regiones no neurogénicas se
producen Unicamente células gliales, y que la formacién de nuevas neuronas en estas
regiones se produce solo tras un dafio o un estimulo patolégico, como puede ser, por
ejemplo, un infarto cerebral (revisado en Ming y Song, 2005). El estudio de la neurogénesis
adulta junto con el de la formacion de nuevas células en regiones no neurogénicas son los

objetivos de esta Tesis Doctoral.

Composicion de las regiones neurogénicas: las células
madre y el nicho

Las diferencias entre las regiones neurogénicas y no neurogénicas en el cerebro
adulto son principalmente dos, y afectan a los precursores y a la permisividad del nicho
(Suhonen et al., 1996). Si bien las regiones no neurogénicas contienen precursores (Palmer
et al,, 1999; Kondo y Raff, 2000), éstos no estan organizados en grupos, como si lo hacen
en las regiones neurogénicas, y ademas carecen del microambiente permisivo necesario
para la formacion de neuronas. Este hecho se ha comprobado al implantar precursores de
Zonas neurogénicas en zonas no neurogénicas (Suhonen et a/., 1996). Este microambiente
permisivo, también conocido como nicho de las células madre o nicho germinativo, consta
de varios componentes: las propias células precursoras (células madre, progenitores),
astrocitos, células endoteliales, microglia o macréfagos, y componentes extracelulares tales

como la matriz extracelular, incluyendo la lamina basal (Kempermann, 2006).

Las células madre se caracterizan principalmente por dos propiedades: ser

capaces de autorrenovarse ilimitadamente y ser multipotentes, es decir, poseer la capacidad

de diferenciarse en, al menos, dos tipos celulares diferentes (McKay, 1997; van der Kooy y
Weiss, 2000; Weissman et a/., 2001). La capacidad de autorrenovacion consiste en que la

célula madre es capaz de mantener su poblacion, bien mediante division simétrica,
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produciendo dos células hijas iguales a la madre, o bien mediante division asimétrica, dando
lugar a una célula hija idéntica a la madre y a otra diferente, mas determinada a algun linaje
de diferenciacion (Noctor et a/., 2001; 2004; 2008). La capacidad de autorrenovacion integra
dos propiedades, el control de la proliferacion y el mantenimiento del estado indiferenciado
(revisado en Foshay y Gallicano, 2007; Li y Zhao, 2008; Zhong y Chia, 2008). Las células
capaces de dividirse y/o altamente indiferenciadas pero que no conservan la capacidad de
autorrenovacién ilimitada se conocen con el término genérico de progenitores.
Normalmente, los progenitores se dividen con mas frecuencia que las células madre
(Kempermann, 2006). En el encéfalo, podemos encontrar células con distintos grados de
potencial de autorrenovacién y de multipotencialidad que son dificiles de categorizar como
células madre o progenitores en un momento concreto. En este caso, es preferible utilizar el

término precursor para referirse a todas ellas (Kempermann, 2006).

Ademas de las células madre (que son de naturaleza astrocitaria) y su linaje, en el
nicho germinativo estan presentes otros componentes celulares, como por ejemplo distintos
tipos de astrocitos, muy importantes para las funciones del nicho. Tanto en el hipocampo
como en la neurogénesis hacia el BOP se ha demostrado que las células madre son
astrocitos (Doetsch ef al, 1999 a y b; Seri et al., 2001; Merkle et al., 2004), pero en estas
regiones también existen otras poblaciones de astrocitos sin potencial neurogénico que
favorecen la formacion de neuronas (Song et al., 2002). Esta es una habilidad de la que
carecen el resto de astrocitos del encéfalo y es de tal magnitud, que incluso favorecen la
neurogénesis a partir de precursores de regiones no neurogénicas, como la médula espinal o
la substantia nigra (Shihabuddin et a/., 2000; Lie et a/., 2002).

La microglia parece tener un papel dual en la regulacion de la neurogénesis. Por
una parte, la inhibe al producir sustancias inhibidoras como la Interleucina 6 (Mehler et al.,
1995; Bonni y Greenberg, 1997; Vallieres et al., 2002). Por otra, al producir neurotrofinas,

podria tener también una funcion tréfica (Battista et a/., 2006; Walton et a/., 2006).

Estos componentes celulares del nicho secretan moléculas que actlian de forma

paracrina y/o autocrina promoviendo la neurogénesis /in vitro e in vivo. Muchas de estas

moléculas son exclusivas de las regiones neurogénicas (Agasse et al, 2004). Por el
contrario, las regiones no neurogénicas secretan moléculas que inhiben la neurogénesis
(Agasse et al., 2004).

Los vasos sanguineos (Palmer et al, 2000) producen moléculas como el VEGF
(vascular endothelial growth factor, factor de crecimiento del endotelio vascular) que
contribuirian a la homeostasis de las células madre (Jin et a/., 2002; Fabel et a/., 2003; Cao

et al.,, 2004; Schanzer et al., 2004), y por ello se les considera componentes esenciales del

25



IINTRODUCCION

nicho. De hecho, los precursores de las regiones neurogénicas adultas se encuentran
intimamente relacionados con ellos, ya que los precursores emiten un proceso que contacta
directamente con los vasos (Filippov, 2003; Mirzadeh et a/.,, 2008), lo que ha dado lugar a la

I\\

teoria del “nicho vascular” (Palmer et al, 2000). Segin esta teoria, a través de este
contacto, las células madre recibirian sefiales reguladoras mediante factores solubles y
moléculas de la matriz extracelular (Leventhal et a/, 1999; Mercier et al., 2002; Shen et al.,

2004).

Por dltimo, el nicho neurogénico también esta constituido por componentes

extracelulares como la matriz extracelular (Mercier et al, 2002, Alvarez-Buylla y Lim,

2004). El contacto de los precursores con estos componentes es importante para su

regulacién, aunque se sabe muy poco de las moléculas implicadas.

La compleja composicion del nicho neurogénico dibuja un escenario en el que
actuarian interacciones célula-célula, moléculas de la matriz extracelular y sustancias
difusibles que, bien llegan a la region neurogénica a través de los vasos sanguineos o bien,
son producidas por las propias células del nicho o por fuentes desconocidas. Todas estas
sustancias reguladoras que conforman el nicho pueden actuar activando o reprimiendo la
neurogénesis en el mas amplio sentido del término, incluyendo la actuacion sobre la
proliferacion, autorrenovacion, potencialidad, diferenciacion, supervivencia y migracion de

las células.

Neurogénesis adulta dirigida al BOP

La poblacion de células precursoras de la neurogénesis adulta dirigida al BOP se
encuentra en las paredes de los ventriculos laterales (region conocida como ZSV), la CMR y
probablemente, en el propio BOP. Los neuroblastos producidos en cualquier punto de la
region neurogénica migran una gran distancia a lo largo de una via definida, la CMR, hasta
alcanzar el BOP, donde forman interneuronas (Altman, 1969). Esta ruta migratoria ocupa el
lugar adyacente al ventriculo olfatorio obliterado y conecta la ZSV con los BOPs, formando
una columna estrecha y larga de células que se expande desde el final de los ventriculos
laterales hasta el BOP (Doetsch et al., 1997; Peretto et al., 1999; Gritti et a/, 2002; Liu y
Martin 2003).

Una de las diferencias fundamentales entre la neurogénesis embrionaria y la adulta
es que las células madre neurales adultas estan desplazadas de la zona ventricular (ZV)

hacia la ZSV por la presencia de células ependimales (revisado en Farkas y Huttner, 2008),
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al contrario de lo que sucede durante el desarrollo embrionario, en el que el cuerpo celular
de la glia radial (células madre neurales embrionarias), ocupa la zona ventricular. Debido a
esto y a que, hasta hace muy poco tiempo la estructura tridimensional de la ZV y ZSV
adultas eran desconocidas (Mirzadeh et a/., 2008), la regulacion de la neurogénesis adulta
ha tardado en empezar a ser dilucidada. En la actualidad, se conoce que la ZV y ZSV adultas
estan compuestas por células con potencial neurogénico y otras células que, aunque
favorecen la neurogénesis, no tienen esa potencialidad. A todas estas células se las ha

clasificado en:

Astrocitos tipo B1, que son las células madre de esta region neurogénica.
Ultraestructuralmente, se caracterizan por presentar un nucleo poco denso a los electrones
con la cromatina dispersa, de contorno irregular y con numerosas indentaciones y un
citoplasma electrolticido con muchos filamentos intermedios (Doetsch et a/., 1997). Poseen
un cilio Unico y corto en contacto con el ventriculo y un proceso basal en contacto con vasos
sanguineos (Mirzadeh et al,, 2008). Estos procesos basales contribuyen a formar los tubos
gliales por los que migran los neuroblastos, participando en su migracién y maduracion.
Ademds, también podrian permitir a las células Bl recibir sefiales reguladoras desde la
lamina basal de los vasos sanguineos (Kerever et al., 2007) o desde el torrente circulatorio
como hormonas (Shingo et al., 2001) y factores de crecimiento, como el PDGF (platelet
derived growth factor, factor de crecimiento derivado de plaquetas) (Jackson et a/., 2006) y
los IGFs (/nsuline growth factor; factores de crecimiento similares a la insulina) (Jiang et a/.,
1998). Por otra parte, el contacto entre las células Bl y el liquido cefalorraquideo que se
produce en el cilio puede regular los procesos de division simétrica y asimétrica de estas
células (Chenn y Walsh, 2002; Kosodo et &/, 2004) mediante la exposicion a moléculas
reguladoras esenciales, integrantes del nicho neurogénico (Lim et &/, 2000; Peretto et a/.,
2004). Las células B1 poseen receptores para los factores de crecimiento PDGF (Ishii et al.,
2008; Jackson et al., 2008), FGF2 (Fibroblast growth factor Z; factor de crecimiento de
fibroblastos 2; Chadashvili y Peterson, 2006, Frinchi et a/., 2008, Mudo et al., 2009) y EGF
(Epidermal growth factor, factor de crecimiento epidérmico; Doetsch et a/, 2002), que

regulan su proliferacién, diferenciacion y supervivencia (Esquema 2).

Precursores tipo C, que son las células mas activas mitdticamente y que
provienen de los astrocitos B1. Ultraestructuralmente, son mas electrodensas que las de tipo
B pero menos que las de tipo A (Doetsch et al, 1997; Garcia-Verdugo et al, 1998).
Presentan un contorno celular liso, un ndcleo con profundas invaginaciones, varios nucleolos
reticulares y contactan frecuente entre ellas y con los neuroblastos en migracion mediante
uniones intercelulares (Doetsch et a/,, 1997). Estan presentes en todos los niveles de la ZSV,
pero el nimero es menor en las partes mas caudales (Garcia-Verdugo et al, 1998).
Presentan una tasa proliferativa diez veces superior a las demas y, debido a ello, se conocen

como precursores altamente proliferativos (Doetsch et a/., 1997). Estas células se acumulan,
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no migran, y forman grupos, lo que es caracteristico de los precursores de regiones
neurogénicas. Son una poblacion intermedia que se divide rapidamente para dar lugar a
muchos neuroblastos que iniciaran después la migracion (Doetsch et al, 1997, Garcia-
Verdugo et al, 1998). No obstante, algunos autores han propuesto que, /n vitro, al
mantenerlas en contacto con factores de crecimiento, estas células son capaces de
reprogramarse y hacerse multipotentes (Doetsch et al, 2002). Una gran proporcion de
células de tipo C expresa el factor de transcripcion Pax6 (Hack et al, 2005; Kowhi et al.,
2005), aunque no es un marcador exclusivo de este tipo celular, y presentan también
receptores para PDGF (PDGFR; Ishii et a/,, 2008) y EGF (EGFR; Cesetti et a/., 2009; Pastrana
et al., 2009) (Esquema 2).

Los neuroblastos, células de tipo A (provienen de la division de los precursores
altamente proliferativos o células de tipo C), son el tipo celular mas abundante, y migran
grandes distancias de una forma muy peculiar, que se conoce como migracién en cadena.
Poseen una morfologia bipolar con un cuerpo celular alargado y de contorno liso y
ultraestructuralmente se caracterizan por tener un nicleo de gran tamafo, eucromatico y
ocasionalmente con indentaciones (Doetsch et a/., 1997). Ademas, mantienen su capacidad
de proliferacién durante la migracién, lo que constituye una diferencia fundamental respecto
a lo que sucede durante el desarrollo embrionario y en el proceso de neurogénesis adulta
hipocampal (Menezes et al., 1995; Doetsch et al., 1997; Wichterle et al, 1997; Peretto et
al, 1999) (Esquema 2).

CélulaC
Astrocito B1 Progenitor altamente Célula A
Célula madre proliferativo Neuroblasto

Esquema 2:

Principales tipos
| i o
celulares del linaje de

las células madre

GFAP+ DIx2* PSA-NCAM* neurales adultas en la
B-Catenina* Pax6+ DCX* 7ZSV-CMR-BOP y
PDGFRa/B* PDGFRB* TUJ1* algunos de los
EGFR* EGFR* CD24* marcadores que
FGFR* FGFR* Pax6+- expresan.

Células ependimales tipo 1 (E1) y células ependimales tipo 2 (E2), que se
diferencian por el nimero de cilios que presentan, siendo las E1 multiciliadas y las E2
biciliadas (Mirzadeh et a/., 2008). Su contribucién a la neurogénesis adulta de la ZSV ha sido
muy discutida a lo largo del tiempo, puesto que algunos investigadores afirman que son
células madre (Chiasson et a/., 1999; Doetsch et al., 1999; Johansson et a/., 1999; Capela y
Temple, 2002; Coskun et a/., 2008), aunque otros han probado que no lo son, al menos en

las condiciones de un cerebro no patoldgico (Spassky et al., 2005). Dejando a un lado la
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posibilidad de que los ependimocitos sean también células madre, lo cierto es que
contribuyen al proceso neurogénico de manera esencial, ya que el movimiento de sus cilios
produce un flujo del liquido cefalorraquideo y de determinados factores reguladores, que

dirige la migracién de los neuroblastos hacia el BOP (Sawamoto et a/., 2006).

Astrocitos tipo B2, que son considerados astrocitos protoplasmicos. Las células B2
son mas electrodensas, mas pequefias y con nulcleos mas heterocromaticos que las de tipo
B1 (Doetsch et al., 1997; Peretto et al., 1997). De forma general, estas células no proliferan
o lo hacen con frecuencia muy baja (Lois et al, 1996). Se localizan en el limite con el
estriado, rodean a las cadenas de neuroblastos migrantes formando tuneles (Doetsch et al.,
1997) y son, probablemente, la fuente de FGF2 que estimula la proliferacion de las células
B1 (Mudo et a/, 2009). Ademas, no expresan receptores para EGF, lo que ha permitido
recientemente el desarrollo de un método eficaz de purificacion de las diferentes poblaciones

de células madre y su progenie (Pastrana et al., 2009).

Todas estas células que componen la ZSV tienen una organizacién tridimensional
caracteristica (Esquema 3). La superficie apical de una o varias células B1 esta rodeada por
células E1 formando un molinete. Esta estructura es especifica de las paredes de los
ventriculos laterales, que son las regiones neurogénicas de los ventriculos. El reciente
descubrimiento de esta organizacion tridimensional ha puesto de manifiesto que en el adulto
podria mantenerse la estructura de la ZV-ZSV embrionaria (ZV ocupada por células madre
(glia radial) y ZSV ocupada por progenitores intermedios), aunque espacialmente los limites
entre la ZV y la ZSV adultas no estén tan definidos (Mirzadeh et a/., 2008).

Esquema 3: Modelo tridimensional de la ZV y ZSV de los ventriculos laterales adultos. Células B1
(azul); células B2 (azul claro); células C (verde); células A (rosa oscuro). Las células B1 tienen un
proceso basal largo que acaba en un vaso sanguineo (rojo) y un proceso apical que acaba en la
superficie ventricular. La organizacién en molinete se observa en la superficie ventricular y esta
formada por células ependimales E1 (marrdn) que rodean las superficies apicales de las células B1
(azul). Las células E2, biciliadas, estan representadas en rosa claro. Modificado de Mirzadeh et al,,
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Pese a que tradicionalmente se ha considerado que la pared de los ventriculos
laterales era la Unica zona de esta regidon neurogénica que contiene células madre,
posteriormente se ha comprobado que existen células de tipo B y C residentes tanto en la
CMR como en su extension en el BOP (CMR-BOP) (Gritti et a/, 2002). De hecho, la CMR
esta organizada como una gran red de cadenas de neuroblastos migrantes que viajan a
través de los procesos de células tipo B. Pero, ademas, existen parches de células formados
por precursores tipo C repartidos entre esa gran red de neuroblastos (Lois y Alvarez-Buylla,
1994; Doetsch et al, 1999). Las cadenas de células cubren la pared de los ventriculos
laterales y convergen en la CMR por el asta dorsal de la ZSV, justo debajo del cuerpo
calloso, y las células migran tangencialmente hasta alcanzar el BOP (Lois et al, 1996;
Doetsch et al.,, 1997, revisado en Whitman y Greer, 2009).

La migracién en cadena constituye un tipo Unico de migracién. Aln asi, comparte

algunas caracteristicas con los dos tipos de migraciones que ocurren durante el desarrollo
embrionario: las migraciones radiales, en las que los progenitores se apoyan en glia radial; y
las tangenciales, en las que la migracion es dependiente de moléculas de matriz extracelular.
Por una parte, la migracion en cadena se apoya en los astrocitos de la region neurogénica,
gue presentan caracteristicas Unicas que les permiten favorecer la migracion de los
neuroblastos (Jankovski y Sotelo, 1996; Lois et al, 1996; Peretto et al, 1997, Garcia-
Marqués et al, 2010). Por otra parte, los neuroblastos dependen profundamente de la
matriz extracelular y del contacto con otros neuroblastos para su movimiento, migrando en
pequefios grupos, asemejandose a la migracion tangencial que ocurre durante el desarrollo
(Rousselot et afl, 1995; Chazal et al, 2000). Una de las caracteristicas propias de la
migracion en cadena es que las células que migran contintan dividiéndose en el camino
(Menezes et al, 1995), aunque la tasa de proliferacién es menor que en la ZSV y el ciclo
celular se alarga (Smith y Luskin, 1998). Otra de las caracteristicas propias de esta
migracion es que no solo depende de moléculas difusibles y de la relacion entre los
neuroblastos y de éstos con los astrocitos sino que, ademas, la direccion de la migracion
depende de la direccion del movimiento del liquido cefalorraquideo en los ventriculos
laterales, marcada fundamentalmente por los cilios de los ependimocitos (Rousselot et al.,
1995; Lois et al., 1996; Doetsch et al., 1997; Peretto et al., 1997; Sawamoto et a/., 2006).

Una vez en el BOP, las células cambian de tipo de migracion, dispersandose de
forma radial por todo el BOP, mediante un mecanismo aun desconocido en el que podrian
estar implicados los astrocitos (Garcia-Marqués et a/., 2010) y los vasos sanguineos (Bovetti
et al., 2007; Snapyan et al,, 2009). Sin embargo, y a pesar de su nombre, la migracion de
los neuroblastos en el BOP no depende de la glia radial, ya que ésta no existe en el BOP
adulto (revisado en Whitman y Greer, 2009). Una vez en el BOP, los neuroblastos comienzan
a mostrar signos de maduracidn (expresan neurotransmisores, tienen actividad

electrofisioldgica) (Carleton et al., 2003). Sin embargo, una gran proporcion de las células de
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nueva generacion que llegan al BOP mueren en un corto periodo de tiempo (Biebl et 4.,
2000). Por ello, las conexiones funcionales que las células de nueva generacién sean
capaces de establecer pueden resultar esenciales para su supervivencia. No obstante, una
vez superado el pico inicial de muerte celular, que en ratones se produce entre dos semanas
y 45 dias después de la division inicial de las células, éstas son capaces de sobrevivir al

menos 2 afios (Petreanu y Alvarez-Buylla, 2002).

El bulbo olfatorio principal es, como se ha mencionado anteriormente, el lugar de
incorporacion de las interneuronas generadas en la region neurogénica adulta de la ZSV-
CMR-BOP. Es una estructura par intracraneal y de forma ovoide que se encuentra en la
regiébn mas rostral del telencéfalo (Ramoén y Cajal, 1911; Shipley et a/, 1996; Kratskin y
Belluzzi, 2003).

El BOP se encuentra organizado en capas concéntricas en las que se distribuyen los
somas, dendritas y axones de las células de proyeccion y de las interneuronas encargadas
de modular el paso de la informacion olfatoria (Shipley y Ennis, 1996) (Esquema 4). La via
olfatoria comienza cuando los odorantes son reconocidos por moléculas receptoras
especificas situadas en las neuronas receptoras olfatorias (NRO) del epitelio olfatorio que
recubre una zona de la cavidad nasal (Shipley et al, 1996; Mori et al, 1999; Leon vy
Johnson, 2003; Lledd et a/., 2005). Sus axones una vez que llegan al BOP conforman la capa
del nervio olfatorio (CNO) y se introducen en los glomérulos del BOP (Ramén y Cajal, 1911;
Ressler et al, 1994; Vassar et al, 1994; Mombaerts et al, 1996, Shipley et al., 1996;
Kratskin y Belluzzi, 2003) donde establecen sinapsis con las células mitrales y células
empenachadas, las neuronas de proyeccion bulbares (Imamura et &/, 1992; Mori y
Yoshihara, 1995; Mori et al,, 1999; Lledd et al., 2005). Estas células de proyeccion envian la
senal sensitiva, previamente modulada, a través del tracto olfatorio lateral a las distintas
regiones de la corteza olfatoria primaria (Scott, 1986; Shipley y Ennis, 1996). Los procesos
modulatorios que tienen lugar en el BOP estan mediados por la actividad de interneuronas
(Mori et al., 1999; Kratskin y Belluzzi, 2003) y fibras centrifugas (Linster y Gervais, 1996;
Linster y Hasselmo, 1997) y tienen lugar principalmente en los glomerulos olfatorios y en la
capa plexiforme externa. Los glomérulos son estructuras esferoidales ricas en neuropilo y
rodeadas por una capsula de somas neuronales (interneuronas yuxtaglomerulares:
periglomerulares, células superficiales de axon corto y células empenachadas externas) y
células gliales. La capa en la que se encuentran dispuestos se denomina capa glomerular
(CG; Esquema 4). En los glomérulos, los axones procedentes de las NRO hacen sinapsis
axodendriticas sobre las neuronas de proyeccion y sobre diferentes interneuronas (Shipley et

al., 1996; Kratskin y Belluzzi, 2003). En esta capa, la modulacién de la transmisién de la
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senal sensorial tiene lugar tanto a nivel del nervio olfatorio (NO) como a nivel de las células
de proyeccion (Nickell et al, 1994; Shipley y Ennis, 1996; Mori et al., 1999; Aroniadou-
Anderjaska et al., 2000; Berkowicz y Trombley, 2000; McGann et &/, 2005). En la capa
plexiforme externa (CPE), subyacente a la CG, tiene lugar una segunda modulacién del paso
de la informacion olfatoria. Esta modulacion estd mediada tanto por las propias
interneuronas de la CPE, como por granos, cuyo soma se encuentra en una capa mas
interna: la capa de los granos (CGr; Esquema 4). La CPE se caracteriza por tener una
densidad celular relativamente baja y gran cantidad de neuropilo procedente de las
dendritas laterales de células mitrales y de células empenachadas, de las dendritas de
granos (Shepherd, 1972), de los axones de las células empenachadas y de fibras centrifugas
(Shipley et al,, 1996; Kratskin y Belluzzi, 2003). Los somas que se encuentran en esta capa
pertenecen a interneuronas que presentan distinta morfologia pero tienen caracteristicas
neuroquimicas y ultraestructurales similares (van Gehuchten y Martin, 1891; Schneider y
Macrides, 1978; Kosaka et al, 1994; Toida et al, 1994; 1998, Crespo et al., 2006). Por
ultimo, por la capa mas profunda del BOP transcurren fibras aferentes y eferentes que
convergen en la zona caudal del BOP con la sustancia blanca dispersa de la CGr, formando
el tracto olfatorio lateral (Price y Sprich, 1975; Willey et al, 1983). En este trabajo la
llamaremos, por cuestiones practicas, CMR-BOP ya que puede considerarse como una
extension de la CMR. Por esta capa llegan las células de nueva generacion que migraran
radialmente por las distintas capas del BOP y se diferenciaran a interneuronas (Altman,
1969; Lois y Alvarez-Buylla, 1994; Carleton et a/,, 2003). Ademds, esta capa resulta la region
bulbar mas plausible de localizacion de las células madre residentes en el BOP (Gritti ef a/.,
2002).

Esquema 4: Organizacion
CNO de las células en las
diferentes capas del BOP.
CCM: capa las de células
CG mitrales. CNO: capa de
las fibras del nervio
olfatorio. CG: capa
glomerular. CGr: capa de
CPE los granos. CPE: capa
plexiforme externa. CPI:
capa plexiforme interna.

Epitelio olfatorio

CCM Axones del nervio
olfatorio: morado. Células
CPI periglomerulares: amarillo

y verde. Célula superficial
de axdn corto: azul claro.

Célula empenachada:
cGr naranja. Célula mitral:
\ rojo. Granos: azul oscuro.

WMR—BOP Neuroblastos: fucsia.
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Los cambios plasticos que se producen en los componentes que llevan a cabo la
modulacion olfatoria a nivel bulbar hacen posible el aumento progresivo de las capacidades
de discriminacion entre odorantes y el establecimiento de la memoria olfatoria (Mori et al.,
1999; Kratskin y Belluzzi, 2003). Entre estos cambios plasticos se encuentra la incorporacién

de interneuronas de nueva generacion.

Los principales tipos de interneuronas del BOP generadas de forma continua en la
neurogénesis adulta son células periglomerulares (PGs) y granos (revisado en Merkle et al.,
2007). Recientemente también se ha descrito la formaciéon en el adulto de otros tipos de
interneuronas bulbares, como células empenachadas externas y células de axon corto,

aunque comparativamente su nimero es testimonial (Yang, 2008; Brill et a/., 2009).

Las células periglomerulares (PGs) son interneuronas yuxtaglomerulares que

intervienen en el proceso de inhibicion tanto intraglomerular como entre glomérulos
préximos (Pinching, 1970; Pinching y Powell, 1971b; Shepherd, 1972; Puopolo y Belluzzi,
1998b; Aungst et a/, 2003; Lledd et al, 2005). Son de pequefio tamafio, tienen el soma
redondeado y sus dendritas, que presentan gémulas, se suelen ramificar en un Unico
glomérulo u ocasionalmente en dos (Esquema 4). Las PGs pueden recibir la informacion
olfatoria de forma directa desde el NO o de forma indirecta a través de las dendritas apicales
de las células mitrales y células empenachadas (Kratskin y Belluzzi, 2003). Se han definido
tres tipos de células periglomerulares dependiendo de esta peculiaridad y de su naturaleza
GABAérgica (gamma aminobutyric acid; acido gamma aminobutirico). Si sus dendritas
contactan con los axones del NO, y son GABAérgicas, se conocen como PGs de tipo I, si no
lo hacen y no son GABAérgicas, son de tipo II (Kosaka et al., 1997) y si contactan con el NO
y no son GABAérgicas, son de tipo III (Gutierrez-Mecinas et a/., 2005).

Ademas de esta diferencia, estas células se distinguen por sus caracteristicas
neuroquimicas vy fisiologicas (Kosaka et al, 1995; 1997; Puopolo y Belluzzi, 1998a; Toida et
al., 1998; 2000; Crespo et al., 2003). En general, en el ratdn todos los tipos neurogquimicos
coexisten con la expresion de la enzima de sintesis del GABA GAD, por lo que todas las
células PGs se consideran GABAérgicas (Kosaka y Kosaka, 2007). Ademas de ser
GABAérgicas, las PGs se pueden subdividir neuroquimicamente en varias poblaciones:
células calretinina (CR) positivas, que en un 50% coexpresan sintasa neuronal de oxido
nitrico (NOSn) (Kosaka y Kosaka, 2007); células calbindina (CB) positivas, que son capaces
de responder a Oxido nitrico ya que coexpresan guanilato ciclasa (Gutiérrez-Mecinas et al.,
2005; 2008) y células dopaminérgicas (tirosina hidroxilasa, TH, positivas) (Kosaka et a/.,
1995). Pese a que éstas son las poblaciones mayoritarias, también existe un 30% de PGs
NOSn* que no coexpresan CR; y una poblacion de PG que coexpresa colecistoquinina (CCK)
y parvalbumina (PV), pero ninguno de los marcadores anteriormente mencionados (Kosaka y
Kosaka, 2007; Baltanas, comunicacion personal). Estos subtipos celulares tienen diferente

conectividad y, por tanto, diferentes funciones en cuanto a la modulacién de la sefal
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olfatoria a nivel bulbar, pero se asemejan en que todos ellos se generan de forma continua

durante la neurogénesis adulta (Whitman y Greer, 2009).

Ademas de células periglomerulares, en la CG cabe destacar la presencia de otro

tipo de interneuronas, las células superficiales de axén corto (SAC). Son de mayor tamafio

que las PGs, se sitlan en el limite de la CG con la CPE y poseen varios troncos dendriticos
que se ramifican en la periferia de varios glomérulos sin penetrar en su interior (Pinching y
Powell, 1971a) (Esquema 4). Estas células son GABAérgicas y se encargan de inhibir a las
células de proyeccion de forma directa e indirecta (Crespo et al., 2001; Hamilton et al.,

2005), permitiendo “limpiar” de ruido la sefal olfatoria (Aungst et a/., 2003).

Los granos son el tipo celular del BOP que se produce en mayor cantidad en la
neurogénesis adulta. Son interneuronas de pequefio tamafio que carecen de axon y poseen
dendritas basales que se ramifican en la CGr y dendritas apicales que lo hacen en la CPE
(Price y Powell, 1970a) (Esquema 4), donde establecen sinapsis dendrodendriticas,
mayoritariamente reciprocas, con las dendritas de las células mitrales y empenachadas (Rall
et al, 1966; Price y Powell, 1970b; Shipley y Ennis, 1996). Las células mitrales y
empenachadas establecen sinapsis excitatorias glutamatérgicas sobre los granos, mientras
que los granos son células inhibitorias GABAérgicas (Halasz y Shepherd, 1983; Ottersen y
Storm-Mathisen, 1984; Liu et al, 1989; Isaacson y Strowbridge, 1998). Este tipo de
interacciones entre las células de proyeccion y los granos producen una retro-inhibicion de
las células de proyeccion, ya que éstas excitan a los granos y como resultado, los granos las
inhiben (Rall y Shepherd, 1968; Shepherd, 1972; Shipley y Ennis, 1996; Lledo6 et al., 2004).
Ademas de esta retroinhibicion, las neuronas de proyeccion también reciben inhibicion
lateral de granos activados por otras células de proyeccidon vecinas (Rall et al, 1966;
Isaacson y Strowbridge, 1998; Margrie et a/.,, 2001). Los granos se clasifican en tres tipos de
segun la posicion mas o menos profunda de su soma en la CGr, de sus dendritas en la CPE y
del tipo de célula principal con el que contactan (Schneider y Macrides, 1978; Mori y Kishi,
1982; Greer, 1987).

Las distintas subpoblaciones de interneuronas se producen a partir de distintas
regiones de la ZSV y la CMR (Merkle et al., 2007). Las regiones anterior y dorsal de la ZSV
producen distintos subtipos de PGs, y dentro de ésta, cada subtipo neuroquimico tiene su
region preferente de origen. Los granos se producen a partir de toda la ZSV, aunque los
granos mas superficiales se originan preferentemente a partir de regiones dorsales, mientras

que los situados mas profundamente tienen su origen en regiones ventrales. Ademas, se

34



INTRODUCCION

conoce que los granos CR* provienen de células madre situadas en porciones anteriores de
la ZSV, que también dan lugar a PGs CR*. También parece existir regionalizacion en el tipo
de interneuronas generadas en distintos niveles de la CMR. Asi, por ejemplo, a partir de
precursores localizados en niveles mediales de la CMR se generan principalmente PGs
dopaminérgicas (Hack et a/, 2005). Al transplantar las células madre de una region concreta
de la ZSV a otra distinta, siguen dando lugar a los mismos subtipos de interneuronas que en
su localizacion original (Merkle et al,, 2007), de lo que se deduce que, en este caso, estan
restringidas intrinsecamente para generar tipos concretos de interneuronas (Esquema 4). De
hecho, la regionalizacién de las distintas poblaciones de la ZSV adulta que generan
diferentes tipos de interneuronas se determina durante el desarrollo embrionario. Las
distintas regiones de la ZSV adulta surgen a partir de las distintas regiones embrionarias de
la ZV, que presentan expresion diferencial de distintos factores de transcripcion (Lledd et al.,
2008) (Esquema 5).

PG TH*

Gr superficial
CR/

&

PG CB*

_
Gr profundo

Esquema 5: Regiones de la ZSV que dan lugar a las diferentes poblaciones de interneuronas
bulbares de nueva generacién. La ZSV dorsal (6valo superior) da origen a granos superficiales
(verde), y células periglomerulares TH* (rojo). Las células TH* y una subpoblacion de CR* derivan de
progenitores dorsales que expresan Emx1 (flecha y area roja). Los granos profundos (azul) y las PGs
CB* derivan de la ZSV ventral (6valo y flechas negras), regiones que expresan Nkx2.1 (morado) y
Gsh2 (azul). Las interneuronas CB* nacen a partir de precursores Gsh2*. Modificado de Lledd et al,,
2008.

Algunos estudios cuantitativos han determinado una velocidad de produccion basal
de células de nueva generacién que oscila entre 30.000 y 60.000 células por dia, lo que
representa el 1% de la poblacién total de granos del BOP, la poblacién mas numerosa de
interneuronas de esta estructura (Lois y AIvarez-BuyIIa, 1994; Biebl et a/,, 2000; Peterson,

2002). En el ratdn, las células generadas en la ZSV tardan aproximadamente una semana en
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llegar al BOP (Petreanu y Alvarez-Buylla, 2002). A las dos semanas, los granos de nueva
generacion muestran una estructura morfoldgica totalmente madura. Sin embargo, las PGs
tardan alrededor de cuatro semanas en desarrollar su estructura dendritica y axonal
completa (Belluzzi et al., 2003). Ademas de en el tiempo de maduracion e integracion, los
granos y las PGs también presentan diferencias en su capacidad de formar sinapsis y de
generar potenciales de accién (Belluzzi et al., 2003; Carleton et al., 2003). Estas diferencias
sugieren un patrén de integracion funcional especifico para cada tipo celular, cuyo

significado es todavia poco conocido.

Pese a que la neurogénesis es un proceso activo en el adulto, los estudios
cuantitativos demuestran que el 50% de las neuronas de nueva generacidn muere unas
semanas después de haber alcanzado la madurez (Petreanu y Alvarez-Buylla, 2002; Winner
et al., 2002). Se desconoce si este tiempo de supervivencia es suficiente para que esas
células jueguen un papel significativo en la funcién del BOP, aunque los datos
electrofisiologicos apuntan claramente a que tienen una actividad diferente a las mas
antiguas. Para entender el papel del reemplazo neuronal en el cerebro adulto debemos tener
en cuenta que la mitad de las células de nueva generacidon son transitorias y estaran
llevando a cabo un proceso aun por descubrir, que algunos autores relacionan con el

aprendizaje olfatorio (Lledo y Lazarini, 2007).

Regulacion de la neurogénesis

Existen gran variedad de factores reguladores de la neurogénesis. Aunque se
conocen sus efectos activadores o inhibidores, normalmente se desconoce el mecanismo
molecular responsable, lo que hace dificil saber si existen rutas de sefalizacion comunes a
todos ellos (revisado en Kempermann, 2006; Whitman y Greer, 2009). Muy probablemente,
aunque los estimulos sean distintos y las rutas de sefalizacion que se activen sean
diferentes, a nivel transcripcional y del control de dicha transcripcion muchos de ellos
convergen en unos pocos mecanismos moleculares comunes. De esta manera, el resultado
neto de la neurogénesis /n vivo seria un sumatorio de la accion de factores extrinsecos e

intrinsecos que a la vez competirian entre si y dependerian unos de otros.

Existen cuatro procesos generales susceptibles de regulacion: la proliferacion de los
precursores, la migracion de los neuroblastos, su diferenciacion a neuronas maduras vy la
supervivencia de las células generadas. Algunos factores reguladores pueden actuar sobre

varios de estos procesos y otros afectar solamente a uno de ellos.

Los factores de crecimiento y las moléculas de senalizacion paracrina y por contacto
regulan distintos procesos de la neurogénesis, como por ejemplo el ciclo celular, la

supervivencia de las células y sus decisiones de diferenciacion. Los factores de crecimiento
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con un efecto importante en la neurogénesis adulta son EGF, FGF2, IGF, PDGF y VEGF
(revisado en Moyse et al, 2008, Basak y Taylor, 2009), aunque los mas importantes y
ubicuos son EGF y FGF2. Todos ellos tienen efecto mitogénico, pero EGF y FGF2 son
esenciales para el mantenimiento de las células madre neurales adultas en cultivo (Reynolds
et al, 1992; Craig et al., 1996; Kuhn et al., 1997) e incluso, pueden desarrollar potencial
neurogénico en precursores de regiones no neurogénicas (Palmer et al., 1999). FGF2 es,
ademas, esencial para la diferenciacion neuronal (Craig et al, 1996; Kuhn et al., 1997,
Vergano-Vera et al., 2009) y promueve la migracién de los neuroblastos (Kuhn et a/,, 1997).
Ademas de los factores de crecimiento, distintas moléculas de sefializacion paracrina y por
contacto estan involucradas en la regulacién de la permisividad del nicho, la autorrenovacion
y la diferenciacion en el desarrollo, aunque se tienen relativamente pocos datos de su
implicacion en la neurogénesis adulta. Ejemplos de este tipo de moléculas son los miembros
de la familia proteica BMP (bone morphogenic protein, proteina morfogénica del hueso),
Noggin (Gross et al., 1996; Wilson y Hemmati-Brivanlou, 1997; Lim et &/, 2000; Chen y
Panchision, 2007; Mathieu et a/., 2008), la familia Wnt (Willert y Nusse, 1998; Muroyama et
al., 2004; Lie et al, 2005), y la sefalizacion mediante Notch (Shi et a/, 2008; Basak y
Taylor; 2009) o Shh (Sonic Hedgehog) (Kovacs et al., 2008).

A pesar de que se conoce la accion neta sobre la proliferacion y/o la neurogénesis
de todas estas moléculas, la existencia o no de cualquier tipo de relacion regulatoria entre
estas rutas de sefializacion y los factores de transcripcion y otras moléculas efectoras que
controlan las distintas etapas de la neurogénesis adulta ain no han sido esclarecidas. En
esta Tesis Doctoral, nos centraremos en la regulacion de la proliferacion de los precursores y

de la supervivencia de las células generadas en la region neurogénica ZSV-CMR-BOP.

Existen varios mecanismos de control del ciclo celular, diferentes en los distintos
tipos celulares, que regulan la expansion de las distintas poblaciones (Coskun y Luskin,
2001). El paso entre las distintas fases del ciclo celular y el control de la duracién de cada
una ellas son parametros importantes, sobre todo el control de la duracion de la fase G1 y el
punto de control G1/S (Lobjois et al, 2004). La regulacion de estos parametros esta
asociada en Ultimo término a la expresidon de inhibidores de kinasas dependientes de ciclo

celular pertenecientes a las familias Kip e Ink. El Unico miembro de la familia Ink que se

expresa en la ZSV/CMR es p19Ink4d. Esta proteina se expresa en neuroblastos y tiene bajo
nivel de expresion en la ZSV pero alto en la CMR (Coskun y Luskin, 2001). Su expresion
induce la parada del ciclo celular en G1 y de esta manera, provoca la diferenciacion celular
(Coskun y Luskin, 2001). El Unico miembro de la familia Kip que se expresa en la ZSV/CMR

es p27¢P!, Concretamente, p27“P' se expresa en progenitores altamente proliferativos
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(células C), y estaria regulando la proporcién de divisiones asimétricas de las células C, y por
tanto, la generacion de neuroblastos a partir de ellas (Doetsch et a/., 2002). Ademas de esta
funcién, p27XP! puede estar implicada en la regulacién del mecanismo de quiescencia,
involucrado en la relacion entre las células que se generan y la muerte celular. Mediante
este proceso, los precursores pueden salir del ciclo celular, quedarse “hibernando” y mas
tarde volver a ser reclutados a la poblacion proliferativa (Doetsch et a/., 2002). Cabe resaltar
que p27" es una de las escasas moléculas que se ha demostrado que esta bajo el control
directo de Pax6, factor de transcripcion regulador de la neurogénesis durante el desarrollo
(Duparc et al., 2007).

Ademas de los miembros de las familias Kip e Ink existen otros factores que regulan
el paso por el punto de control de G1/S. Por ejemplo, se ha sugerido que la ruta de
sefializacion de FGF2, un mitdgeno muy potente para los precursores de la ZSV y el BOP,
promueve una salida rapida del ciclo celular en el punto de control de la fase G1, importante

para las células madre neurales (Lobjois et a/., 2004).

Tanto en la neurogénesis embrionaria como en la adulta, tiene lugar una oleada de
muerte celular programada dependiente de actividad, justo después de que las nuevas
neuronas se formen y comiencen a establecer conexiones funcionales. Segun la hipdtesis
propuesta por Rita Levi-Montalcini en 1987, la supervivencia de las células que prevalecen
va a depender en gran medida de su capacidad de responder a factores neurotroficos. El
aporte de estos factores neurotroficos puede provenir de forma retrograda de la neurona
postsinaptica, anterdgrada por la presinaptica, de forma autocrina por la propia neurona o
paracrina por los astrocitos y/o microglia que estan en sus alrededores (Wright et a/.,, 1992;
Altar et al, 1998; Kuczewski et al, 2009). Los distintos factores neurotrdficos actlian en
diferentes poblaciones neuronales dependiendo de los receptores que expresen esas células
(Kuczewski et al., 2009).

Hay varias clases de factores neurotrdficos, pero los mas importantes para la
regulacién de la neurogénesis adulta son las neurotrofinas, que ejercen sus funciones a
través de receptores Trk y p75"'R. Se conocen bajo el nombre genérico de neurotrofinas al
NGF (nerve growth factor, factor de crecimiento nervioso), al BDNF (brain derived
neurotrophic factor, factor neurotrofico derivado del cerebro) y a las neurotrofinas 3, 4 y 5.
Las neurotrofinas, en general, actuarian mediante dos vias: por un lado, promoverian la
supervivencia de neuronas postmitdticas y el crecimiento de dendritas, mediante la
activacion de receptores Trk (Altar et al, 1998; Caleo et al, 2000) y por otro,

desencadenarian la apoptosis uniéndose con baja afinidad al receptor p75"™ (Coulson et al.,
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2004). Sin embargo, ambos mecanismos estan interrelacionados, ya que la unién de
factores neurotroficos a receptores Trk inhibiria la sefial pro-apoptdtica desencadenada por
su unién a p75"™ (Miller y Kaplan, 2001). En este sentido, una de las neurotrofinas mejor
estudiadas en la regulacién de la neurogénesis adulta es BDNF (Pencea el al., 2001). La
funcion de BDNF en la supervivencia de una célula concreta depende del balance de los
receptores que esa célula presenta. Asi, cuando una célula no tiene receptores Trk, los
receptores p75"™ ejercen una funcién pro-apoptética que la conduce a la muerte (Barrett y
Bartlett, 1994). Sin embargo, su unidn a receptores TrkA provoca la supresién de las sefales
pro-apoptdticas inducidas por la activacion de p75"R. El mecanismo molecular involucra la
senalizacién por la via de PI3K/Akt (ver mas adelante), que inhibe la sefal apoptotica
dependiente de la proteina p53, desencadenada por la activacion de los receptores p75"™®
(Kaplan y Miller, 2000).

2. Generacion de nuevas células en regiones no
neurogénicas

La produccion de nuevas células en el encéfalo adulto también tiene lugar fuera de
las regiones neurogénicas. En este caso, las células generadas, en condiciones normales,
van a ser células gliales. Tradicionalmente, las células gliales en el SNC de mamiferos se han
clasificado en las categorias de astrocitos, oligodendrocitos y microglia. Sin embargo, desde
hace unos 20 afios existen evidencias experimentales que apoyan la existencia de un cuarto
tipo de glia, distribuida por todo el sistema nervioso central (SNC) adulto y en desarrollo.
Una de las caracteristicas principales de este tipo glial es la expresion del condroitin sulfato
proteoglicano NG2, proteina integral de membrana, por lo que estas células se conocen
como células NG2*. Algunos autores han propuesto la nomenclatura de polidendrocitos para
definir a estas células, haciendo referencia tanto a su morfologia, con muchos procesos,
como a su relacion con los oligodendrocitos (Nishiyama et al., 2009). Los polidendrocitos
participan en los fendmenos de plasticidad sinaptica y en la comunicacion entre la glia y las
neuronas. Se ha propuesto que estas células constituyen un tipo celular concreto que
estabilizaria y modularia la funcidon neuronal en las sinapsis y en los nédulos de Ranvier,

ademas de prevenir la formacion de colaterales axdnicos (Nishiyama et a/., 2009).

Las células NG2* fueron descritas por primera vez por Raff y colaboradores en 1983,
en el nervio optico de rata. Inicialmente se considerd que eran células progenitoras
determinadas Unicamente al linaje de los oligodendrocitos (OD) y a un tipo de astrocito de la
sustancia gris, y se conocian como progenitores O2A (Raff et a/, 1983; Franklin et a/., 1995;
Windrem et a/,, 2004). Aunque hoy se sabe que son multipotentes y que pueden expresar
marcadores de multiples linajes (Belachew et al, 2003), la mayoria son progenitores de

oligodendrocitos (OPC) que actuan tanto durante el desarrollo como en el SNC adulto. Son la
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fuente de los OD remielinizantes tras lesiones desmielinizantes, aunque su potencial para
participar en la regeneracién es, en la actualidad, un asunto controvertido ya que, en
condiciones patoldgicas, forman parte de la cicatriz glial, impidiendo la regeneracion axonal.
Cabe resaltar que algunos estudios apuntan hacia la posibilidad de que las células NG2*
tengan la capacidad de generar neuronas /n vitro (Omlin y Waldmeyer, 1989; Kondo y Raff,
2000; Belachew et al., 2003), aunque los resultados /in vivo son contradictorios (Rivers et al.,
2008; Zhu et al., 2008). Actualmente se consideran células con potencial para actuar como
precursores neuronales, que podrian activarse tras un dano en el tejido nervioso (Berry et
al., 2002; Horner et al., 2002; Stallcup, 2002).

Origen embrionario de los progenitores de
oligodendrocitos

Los OPCs tienen diversos lugares de origen durante el desarrollo, aunque como
norma general se puede decir que tienen un origen ventral y pueblan regiones dorsales del
tubo neural por proliferacion y migracion. Algunos autores proponen que, al existir algunas
células NG2* en la corteza que expresan Pax6, es posible que algunos OPCs tengan origen
dorsal (Stoykova et al, 2000; He et al, 2001). Entre los lugares ventrales de origen
conocidos se encuentran la médula espinal (Pringle y Richardson, 1993; Richardson et a/.,
1997; Lee et al., 2000; Gregori et al., 2002), el primordio olfatorio (Spassky et al., 2001) y
varios focos en el telencéfalo ventral. Entre estos ultimos focos del telencéfalo ventral, existe
un foco de OPCs en el limite entre el hipotdlamo anterior y la eminencia ganglionar medial
(MGE) (Pringle y Richardson, 1993; Spassky et al., 1998; Tekki-Kessaris et al., 2001). A
partir de la MGE y con origen en las mismas células madre multipotentes, surgirian tanto
precursores de neuronas GABAérgicas como OPCs, que migrarian a regiones corticales (He
et al., 2001). En éstos focos embrionarios de origen de OPCs aparecen inicialmente células
positivas para el receptor para PDGF de tipo a (PDGFRa) que proliferan rapidamente y
comienzan a dispersarse por todo el encéfalo, ya especificadas para ser OPCs u ODs (Pringle
y Richardson, 1993; Tekki-Kessaris et a/., 2001), siendo capaces de migrar varios milimetros
(Ono et al, 1997). Los mecanismos que posibilitan la especificacion de los OPCs y ODs
dependen principalmente de Shh, que en este caso tendria un efecto morfogénico gradual
(Echelard et al, 1993; Pringle et al., 1996; Dale et al, 1997, Woodruff et al, 2001). Asi,
cuando el dominio de expresion de Shh se ha expandido desde las regiones mas ventrales
hacia la ZSV embrionaria de las eminencias ganglionares mediales, los OPCs comienzan a
aparecer en estas regiones (Kohtz et al., 1998; Tekki-Kessaris et al., 2001; Woodruff et al.,
2001).
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Regulacion de los precursores de oligodendrocitos

El factor regulatorio mas indispensable y estudiado hasta el momento relacionado
con estas células es el factor de crecimiento PDGF, esencial para su supervivencia,
proliferacion y diferenciacién (Richardson et a/, 1988; Noble et al, 1988; Pringle et al.,
1992; Pringle y Richardson, 1993; Nishiyama et a/., 1996; van Heyningen et a/., 2001). Sin
embargo, hay otros factores ademas del PDGF capaces de regular esta poblacion, entre los
que se encuentran los factores de crecimiento FGF2 y factores de la familia IGF (Eccleston y
Silberberg, 1985; Saneto y de Vellis, 1985; McMorris et al., 1986; Noble et al., 1988; Raff et
al., 1988; Richardson et al., 1988; Barres et al., 1992, 1993; McKinnon et a/., 1993; Mayer
et al, 1994). La accion de algunos de estos factores provoca que los precursores NG2*
comiencen su diferenciacién a oligodendrocitos, proceso durante el cual se produce la
expresion diferencial de distintos marcadores. Brevemente, las células precursoras se
caracterizan, como ya se ha apuntado, por la expresidn del proteoglicano NG2, ademas del
PDGFRa. Posteriormente, segun van diferenciandose, pierden la expresion de estas
moléculas y adquieren la expresién de proteinas tipicas de OD mielinizantes, como la

proteina basica de mielina (myelin basic protein, MBP) (Esquema 6).

Precursor glial NG2* OD premielinizante  OD mielinizante

NG2 - >+ NG2 + NG2 - NG2 -

PDGFRa + PDGFRa + PDGFRa - PDGFRa. -
04- 04- 04+ 04+
Olig2+ Olig2+ Olig2+ Olig2+/-
Sox10+ Sox10+ Sox10+ Sox10+
MBP- MBP- GICB + GICB +
MBP- MBP+

Esquema 6: Linaje de los progenitores gliales NG2* en su diferenciacion a oligodendrocitos (OD). El
precursor glial proliferativo se diferencia por la expresion de los marcadores PDGFRa y NG2, que
aparecen temporalmente en este orden. A partir de estos precursores surgen OD premielinizantes,
que adquieren la expresion de O4 y galactocerebrdsido (GICB). Después, éstos expresan proteina
basica de mielina (MBP), convirtiéndose en OD mielinizantes. Modificado de Nishiyama et a/., 2009.

PDGF promueve la proliferacién, migracion, supervivencia y maduracion de los OPCs
(células NG2*) durante el desarrollo (Pringle et a/,, 1989; McKinnon et a/., 1990) a través de

la sefalizacion desencadenada al unirse a su receptor PDGFRa. De este modo, los niveles de

41




IINTRODUCCION

PDGF son esenciales para la expansidon y maduracion de los OPCs (van Heyningen et al.,
2001; McKinnon et al., 2005). Mientras que la carencia de PDGF produce una falta de OD
(Fruttiger et al., 1999), el exceso de PDGF causa una superproduccion de OD que se reduce
mediante muerte celular (Calver et a/, 1998). No obstante y pese a que PDGF y PGDFRa
son esenciales para la formacion de los ODs, no son necesarios para que una vez generados
maduren y creen vainas de mielina de forma correcta (McKinnon et &/, 2005). Ademas,
seglin avanza el proceso de diferenciacion desde OPC hasta OD mielinizante, las células

dejan de expresar el PGDFRa (Esquema 6).

Las formas activas de PDGF son homodimeros o heterodimeros compuestos por
cadenas polipeptidicas denominadas A, B, C y D (Ross et a/., 1974; Kohler y Lipton, 1974;
Antoniades, 1981; Heldin et a/., 1986). Estos dimeros de PDGF se unen a alguno de los dos
subtipos de receptores para PDGF que existen, PDGFR o 6 B, haciendo que el receptor
también se dimerice (Hart et a/, 1988). Dependiendo de la composicion especifica del
dimero de PDGF que se una al receptor monomérico se formaran diferentes dimeros de
receptor (a-o, a-B O B-B), y se produciran distintas respuestas en la célula (Hart et a/,
1988; Lokker et al, 1997). Los receptores, en su parte extracelular, tienen dominios
similares a las inmunoglobulinas con afinidad por PDGF dimérico e, intracelularmente, tienen
dominios cataliticos tirosina kinasa, por lo que pertenecen a la familia de receptores tirosina
kinasa (RTK) (revisado en Hubbard y Miller, 2007). Al unirse el PDGF dimérico al receptor
monomeérico se produce la dimerizacion del receptor y los mondmeros se fosforilan entre si
en varios residuos de tirosina, activando la sefializacién subyacente (Hunter y Avalos, 1998).
La autofosforilacion del PDGFR sirve para que se formen sitios de union para proteinas
transductoras, que posean dominios SH2 o dominios de unién a fosfotirosina (Songyang et
al, 1993; Kuriyan y Cowburn, 1997; Pawson y Scott, 1997; Margolis et al, 1999). El
receptor, ademds, es capaz de fosforilar a otras proteinas diana en tirosinas que
pertenezcan a secuencias consenso proteicas especificas (Hubbard et al, 1994; 1997;
Mohammadi et al, 1996). Estas fosforilaciones permiten la transmision de la sefal
provocando cambios en la expresion génica y en la sintesis de proteinas. Las principales vias
de sefializacion activadas por receptores tirosina kinasa (receptores de PDGF y otros factores
de crecimiento), que tienen una relacién importante con la fisiologia de los OPCs, son la ruta
de las MAPKs y la ruta de la PI3K/Akt.

Los miembros de la familia de las MAP kinasas participan en muchas cascadas de
transduccion de sefiales extracelulares como, por ejemplo, la ruta de sefializacion de Erk1/2
(relacionada con proliferacion y diferenciacion), p38c/B/y y JNK1/2 (relacionadas con la

regulacion de la proliferacion, la apoptosis y la supervivencia, activadas en respuesta a

42



INTRODUCCION

estrés celular, inflamacién y factores de crecimiento) (Cano y Mahadevan, 1995; Widmann
et al., 1999; Davis, 2000).

La ruta de las MAPKs comienza cuando la proteina adaptadora Grb2 se recluta a la
membrana plasmatica de la célula y se une al RTK activo, gracias a que presenta dominios
SH2. Una vez que Grb2 se une al RTK, su dominio SH3 le permite formar un complejo con
SOS, una proteina intercambiadora de nucledtidos (Pawson, 1994; Schlessinger, 1994). La
formacion del complejo Grb2/SOS permite a Ras (GTPasa monomérica) cambiar GDP por
GTP, llevandose a cabo su activacion (Pawson, 1994; Schlessinger, 1994; Overbeck et al.,
1995; Downward, 1996; Bar-Sagi y Hall, 2000). Una vez unida a GTP, Ras se activa y puede
interaccionar con muchas otras proteinas, conocidas como Raf. Por ejemplo, en la ruta de
Erk, Raf, una vez que esta activada, fosforila a una MAPK-kinasa llamada MEK, que a su vez
activa a Erk1/2 mediante fosforilacion (Widmann et a/., 1999; Davis, 2000). Erk1/2 activa es
capaz de fosforilar numerosos sustratos, tanto en el citoplasma como en el nlcleo y asi
regular la proliferacion celular, la diferenciacion o la apoptosis, en funcion de la diana sobre
la que actie (Waskiewicz y Cooper, 1995; Madhani y Fink, 1998; Garrington y Johnson,
1999) (Esquema 7).

La ruta de las MAPKs esta involucrada en la respuesta de los OPCs a PDGF (Bhat y
Zhang, 1996). Erk se activa en los OPCs, minutos después de que éstos entren en contacto
con el factor de crecimiento de forma directa y también posteriormente, a través de la
interaccion de la ruta de las MAPKs con la de la PKC (Bhat y Zhang, 1996; Stariha et a.,
1997). La activacion de la ruta de Erk produce efectos mitogénicos en los OPCs, aunque
también esta implicada en la posterior migracion y diferenciacion de los ODs (Bhat y Zhang,
1996, Hu et a/., 2008, Frost et al., 2009).

Senalizacion de PDGF via MAPK en los OPCs

Esquema 7: Resumen
de la sefializacion por

PDGF mediada por
MAPK.

Proliferacion

Diferenciacion

Migracién
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La mayoria de los RTKs activan a la kinasa de fosfolipidos PI3K (Schlessinger, 2000).
PI3K contiene dominios SH2 y forma un complejo con los RTKs activos. La funcion principal
de la PI3K una vez activa es generar fosfatidil inositol trifosfato (PIP3), que funciona como
segundo mensajero activando diferentes tirosina kinasas, entre las que se encuentra Akt
(Downward, 1998; Wick et al, 2000) (Esquema 8). La activacion de Akt promueve la
fosforilacidon de numerosos sustratos, relacionados principalmente con la proliferacién, el
crecimiento y la supervivencia celular (Downward, 1998). Asi, el mecanismo molecular
implicado en la supervivencia de los OD desencadenado por PDGF es, precisamente, la
activacion de la sefalizacién mediante PI3K/Akt (Vemuri y McMorris, 1996). Otro ejemplo en
el que la activacion de la ruta de PI3K/Akt por PDGF seria importante es el efecto
guimioatrayente que ejerce una concentracién baja de PDGF para OPCs y OD, lo que
provoca la migracion de los ODs. Sin embargo, si los niveles de PDGF son altos, como en los
dominios axonales (que secretan PDGF), la ruta de Akt no se activaria y los OD no migrarian
(McKinnon et al., 2005).

Senalizacion de PDGF via Akt
en los OPCs

Esquema 8: Resumen de la sefializacion por
P ot PDGF mediada por Akt
PIP b
3

“
-
Proliferacion

Supervivencia

Migracion

Aunque cada una de estas rutas de sefializacién funciona de forma independiente
sobre sus propios sustratos, éstos pueden ser compartidos y, ademas, existen relaciones
regulatorias entre las propias rutas de sefalizacion, es decir, las rutas pueden cruzarse en

algunos puntos comunes (Bhat, 1991; Bhat y Zhang, 1996; Rodriguez-Viciana et a/., 1996;
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Stariha et al, 1997; Baron et al., 1998; Schlessinger, 2000; Hubbard y Miller, 2007). A modo
de resumen, la produccidn de células gliales a lo largo de la vida del animal en regiones no
neurogénicas es un proceso que sucede de forma habitual en el encéfalo adulto y que esta
altamente regulado por mudltiples factores, siendo el mas relevante PDGF, y por la
confluencia de varias rutas de sefializacion. Debido a que la existencia de progenitores
gliales NG2* en el encéfalo adulto se descubrid recientemente, su importancia y papel en la
fisiologia cerebral estan Unicamente comenzando a ser elucidados. De hecho, igual que
sucede con la generacion de células en regiones neurogénicas adultas, la confluencia de
esas rutas de sefializacion con factores de transcripcion que gobiernan el desarrollo de cada

linaje celular se desconoce en gran medida.

3. Pax6 y la regulacion de la neurogénesis

La familia Pax

La familia génica Pax codifica un grupo de factores de transcripcién conservados a lo
largo de millones de afnos de evolucion y primordiales durante el desarrollo temprano de los
vertebrados (Chalepakis et al., 1992; Czerny et al,, 1993). La familia de genes Pax del ratén
se identificd por homologia de secuencia con los genes de segmentacion de Drosophila. En
todos los mamiferos esta formada por 9 miembros (Pax1-9), (Treisman et al., 1991; Walther
y Gruss, 1991a). Estos genes codifican un elemento conocido como caja o dominio Paired
(PD) (Paired box o Pax), un dominio de unién al ADN cuya actividad fue identificada por
primera vez en la proteina Paired de Drosophila (Hoey y Levine, 1988; Treisman et al.,
1991). Los diferentes dominios PD de las diferentes proteinas de la familia Pax reconocen
secuencias de ADN similares, aunque con afinidad diferente (Czerny et al,, 1993). De hecho,
los distintos sitios de union al ADN de los diferentes dominios PD son casi idénticos y tienen
un motivo central (core) conservado. Muchas de las proteinas Pax (Pax3, Pax4, Pax6, Pax7)
poseen ademds otro dominio de unién al ADN, un homeodominio tipo Paired (homeo

domain; HD).

La funcién primaria de las proteinas de la familia Pax es, por una parte, unirse a
secuencias de ADN potenciadoras (enhancers) de diferentes promotores y, por otra,
modificar la actividad de otros factores de transcripcion, uniéndose a ellos en actuaciones
cooperativas (Callaerts et al., 1997). A través de estas funciones regulan la organogénesis y
son factores claves en el mantenimiento de la pluripotencialidad de las poblaciones de
células madre durante el desarrollo (Marquardt et a/, 2001). De hecho, muchas de las
translocaciones cromosomicas que afectan a estos genes estan implicadas en algunos tipos

de cancer humanos. La regulacion o la actividad transcripcional alterada de sus productos
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génicos puede promover la transformacién celular y conducir a la oncogénesis (revisado en
Barr, 1997). Incidiendo en esa linea, las proteinas Pax podrian regular la transcripcion de
Bcl-2 (Hewitt et a/, 1997) y de p53 (Stuart et al, 1995; Cartier et a/, 2006), moléculas
reguladoras del ciclo celular y la supervivencia, cuyas mutaciones se han visto implicadas en

muchos tipos de cancer.

Todos los genes Pax, excepto Paxl y Pax9, se expresan en las regiones mas
rostrales del encéfalo: Pax6 en el telencéfalo (Walther y Gruss, 1991; Stoykova y Gruss,
1994), Pax3y Pax’en el mesencéfalo (Jostes et al.,, 1990; Goulding et a/,, 1991; Stoykova y
Gruss, 1994) y Pax2, Pax5y Pax8en la union del cerebro medio y el posterior (Nornes et a/.,
1990; Plachov et a/, 1990; Asano y Gruss, 1992; Stoykova y Gruss, 1994). En la médula
espinal, los genes Pax se expresan en zonas concretas a lo largo del eje dorsoventral
(Goulding et al, 1993; Liem et al,, 1995). Durante el periodo embrionario, todos ellos se
localizan frecuentemente en regiones de diferenciacion neuronal, lo que sugiere que algunas
proteinas Pax son morforreguladoras del desarrollo cerebral (Puelles y Rubenstein, 1993;
Macdonald et al.,, 1994; Stoykova y Gruss, 1994). Por ejemplo, se ha comprobado que Pax2
y Pax6 son cruciales para la formacion del ojo (Macdonald et a/,, 1995; Macdonald y Wilson,
1996). Estos datos demuestran que la familia de genes Pax constituye un grupo de

elementos reguladores esenciales para el desarrollo del sistema nervioso central (SNC).

El gen y la proteina Pax6

Pax6 fue identificado como miembro de la familia Pax y clonado en base a su
homologia con el gen paired de Drosophila en 1991 (Walther y Gruss, 1991b). Es
responsable de la enfermedad humana llamada aniridia y de la mutacion Smal/ Eye en raton
(Ton et al., 1991, Hill et al, 1991). Este factor de transcripcion es esencial para el desarrollo
del SNC, el ojo, la nariz y el pancreas (Hanson y Van Heyningen, 1995; Kioussi et a/,, 1999;
Dohrmann et a/, 2000). La proteina Pax6 se expresa en patrones espacio temporales
concretos durante el desarrollo del cerebro y se propone, entre otras funciones, que controla
redes génicas implicadas en la formacion de patrones de desarrollo, en el mantenimiento de
las células madre, en la diferenciacion y en la migracion neuronal y en la formacion de

circuitos nerviosos (Osumi, 2001; Simpson y Price, 2002; Manuel y Price, 2005).

Se han identificado genes Pax6 en especies muy diferentes. Los genes Pax6 tienen

una tasa de conservacion tal, que el arbol evolutivo basado en las secuencias de Pax6
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ratifica los arboles filogenéticos construidos comparando las secuencias de ARN ribosomal
(revision en Callaerts et al, 1997). El locus de Paxé6 tiene, al menos, 6 regiones
potenciadoras (enhancers) y 3 promotores diferentes (PO, P1 y Pa), a partir de los cuales se
transcriben diferentes isoformas de la proteina (revisado en Haubst ef a/, 2004; Lang,
2004). A partir de los promotores PO y P1 se transcribe el ARNm que, por procesamiento
alternativo, dara lugar a las isoformas Pax6 y Pax6(5a), mientras que a partir del promotor
Pa. se transcribe la isoforma Pax6(APD). Aunque se conocen los promotores desde hace
bastantes afios, se desconoce, en muchos casos, los mecanismos que regulan la
transcripcion a partir de cada uno de ellos y los niveles de cada una de las isoformas. Sin
embargo, la existencia de todos estos elementos es indicativa de la alta regulacion a la que

debe estar sometida la expresidn de este factor de transcripcion.

La proteina Pax6 tiene varios dominios (Esquema 9):

Dominio PD, que es un motivo bipartito de union al ADN (Walther y Gruss, 1991;
Czerny et al., 1993). El dominio PD de Pax6 cambia de conformacion al unirse a la secuencia
consenso y para reconocerla necesita sus dos subdominios (PAI y RED). Estd secuencia
consenso de unién al ADN estd alterada en la isoforma Pax6(5a) respecto a la secuencia

consenso de la isoforma Pax6.

Homeodominio PD (HD), también de unién al ADN (Walther y Gruss, 1991)

Dominio rico en Glutamina y Glicina (GIn/Gly). Es la regién de unién que separa el
PD del HD.

Dominio rico en Prolina, Serina y Treonina (PST) también conocido como dominio

TAD (transactivation domain). Por su composicion aminoacidica, debe ser sustrato de
muchas de las modificaciones postraduccionales que sufre la proteina (Walther y Gruss,
1991; Czerny et al., 1993).

(a) PD GIn/Gly ) PST{TAD

Esquema 9: (a) Dominios de las
5a proteinas Pax6 y Pax6(5a). Dominio PAI
en morado, dominio RED en fucsia,
ambos, forman el dominio PD; region de
unién GIn/Gly en gris; HD en verde;
GIn/Gly PST/TAD en azul. En violeta, la insercion
5a. La longitud de los dominios esta
PAI Q indicada con llaves. (b) Esquema tedrico
T N de plegamiento de la proteina.

(b)

47



IINTRODUCCION

Tanto el dominio PD como el HD de esta proteina tienen actividad independiente de
union al ADN (Holst et al, 1997; Sheng et al,, 1997), aunque en algunos casos también
actlian cooperativamente para regular la transcripcion (Jun y Desplan, 1996; Meech et al.,
1999; Singh et al,, 2000). Esta actividad transcripcional se ve modificada en las proteinas de
la familia Pax mediante variaciones en la especificidad del reconocimiento del ADN debidas a
dos mecanismos: el procesamiento alternativo y la activacién de promotores alternativos
(PO, P1y Pa), que conducen a la existencia de al menos tres isoformas proteicas (Epstein et
al, 1994 a y b; Jun y Desplan, 1996; Vogan et al.,, 1996; Kozmik et al, 1997) (Esquema
10).

La principal diferencia entre las distintas isoformas es una especificidad de union al
ADN diferente del PD (Esquema 10). La isoforma Pax6(APD) carece de este dominio de
unién al ADN y, Pax6 y Pax6(5a), como hemos mencionado anteriormente, tienen dominios
PD con una secuencia consenso de unién al ADN diferente, debido a la insercién de 14
aminoacidos en el PD de Pax6(5a). Por ello, regulan diferentes genes diana, relacionados
con procesos claramente distintos (Epstein et a/., 1994; Kozmik et a/.,, 1997). Por ejemplo, el
PD de Pax6 es necesario para la regulacion de la neurogénesis, la proliferacion y la
formacion de patrones durante el desarrollo (Haubst et a/, 2004). Ademas, la
sobreexpresion de Pax6 afecta tanto a la proliferacion como al destino celular, mientras que
la sobreexpresion de Pax6(5a) inhibe la proliferacion celular, pero no afecta al destino
celular (Haubst et al, 2004). Otra de las diferencias entre las tres isoformas, son sus
proporciones de localizacién citoplasmatica y nuclear (Carriere et al,, 1995). Pese a que la
nomenclatura utilizada en la descripcion no se adecla a la impuesta posteriormente,
podemos deducir, gracias a los distintos pesos moleculares, que la isoforma Pax6(5a) (46-48
KDa) es predominantemente nuclear (el 95% de la proteina total estd en el nulcleo), la
isoforma Pax6 (43 KDa) es tanto nuclear como citoplasmatica (el 51% de la proteina total
esta en el citoplasma) y que la isoforma Pax6(APD) (33 KDa) es fundamentalmente

citoplasmatica (79%).
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PD Gin/jGly HD TAD

Pax6(ba): 46-48 Kda. Nuclear (95%).

A TA T caG
GNTCANTGANCGNCGNTCANTGAC  TAKTTNAST T

S }—— Paxé: 43 KDa. Nuclear y citoplasmica (49%-51%)

A A CT A cCG

GNGCANTGAAGCGTGAA TAKTTMAKTTA
Pax6(APD): 33 KDa. Citoplasmica (79%
p
[
TAKTTNAKTTA

Esquema 10: Isoformas de Pax6. Representacién esquematica de las tres isoformas conocidas de
Pax6 con su peso molecular, su localizacion y sus secuencias consenso de unidn al DNA. Subdominio
PAI en morado; insercion 5a en violeta; subdominio RED en fucsia (PAI y RED forman el dominio
PD). Las secuencias consenso de union al ADN de cada dominio y subdominio estan representadas
en su mismo color. En las secuencias de nucledtidos, N se refiere a la presencia de cualquier
nucleétido.

Regulacion de la proteina

Los reguladores del desarrollo, como Pax6, tienen a menudo funciones distintas,
aunque superpuestas y recurrentes, en lugares diferentes en el espacio y en el tiempo. Por
ello, la regulacion de la expresion de Pax6 y la que éste mismo ejerce sobre sus genes

diana, debe ser muy precisa.

Existen multiples evidencias de que una correcta dosis de proteina Pax6 en la célula
es esencial para su especificacion y funcién. Asi, tanto la carencia parcial o absoluta de Pax6
como su sobreexpresion, causan anomalias muy graves durante el desarrollo (Hill et al.,
1991; Schmahl et a/. 1993, Sched! et al., 1996; Stoykova et a/., 1996, 2000; Simpson y Price
2002; Quinn et al., 2006; Berger et al., 2007). Teniendo en cuenta que el nivel de expresion
de Pax6 en la célula es determinante para su funcion, los mecanismos de regulacion de
expresion de la proteina tienen que estar muy controlados (Berger et al., 2007; Manuel et
al., 2007).

Muchos de los factores reguladores de la neurogénesis modulan la expresion de
Pax6. Ejemplo de ello es la regulacion de la expresion de Pax6 por FGF2 que ocurre durante
el desarrollo de la retina (Faber et a/., 2001). FGF2 actla a través de su receptor por medio
de la ruta de MAPKs-Erk y esto provoca la fosforilacion del Pax6 preexistente. Una vez
fosforilado, este Pax6 seria el activador de una segunda oleada de expresion de Pax6,
actuando sobre su propio gen (Lang et a/., 2004). La consecuencia final de esta activacion

de la expresion es la proliferacion de las células (Spence et a/., 2007). Sin embargo, otros
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miembros de la familia FGF presentan efectos diferentes en la regulaciéon de la expresion de
Pax6, ya que FGF8 la inhibe (Novitch et a/, 2003). Otro ejemplo es la sefializacion por EGF
mediada también por la ruta de sefializacion de Erk que conduce a la inhibicion de la
expresion de Pax6 y tiene un efecto mitogénico sobre las células corneales (Li y Lu, 2005).
Como vemos en estos ejemplos, por un lado, una misma famila de factores de crecimiento
y, por otro, un mismo efector, Erk, producen efectos contrarios en la regulacién de Pax6,

gue acaban conduciendo a un mismo resultado, la proliferacion de las células.

Ademas de los factores de crecimiento, existe toda una bateria de moléculas que
acttan regulando la expresion de Pax6. Algunas neurotrofinas, como el NGF y el BDNF, son
capaces de aumentar moderadamente la expresion de Pax6 en células de cerebelo en cultivo
(Kioussi y Gruss, 1994). Por otra parte, la sefializaciéon por Notch y por acido retinoico
inducen la expresion de Pax6 en determinados procesos de desarrollo (Onuma et a/,, 2002;
Novitch et al., 2003). Otra molécula que inhibe la expresion de Pax6 es Shh, responsable del
patron ventral y de inhibir la expresion de Pax6 en ese territorio a través de la induccion de
Vax2, un factor de transcripcion que reprime la expresién de Pax6 (Briscoe et al., 2000;
Chow y Lang, 2001; Mui et a/., 2005; Kim y Lemke, 2006). Ademas, Shh también induce la
expresion de Pax2, que a su vez puede reprimir Pax6 (Schwarz et al,, 2000; Kim y Lemke,
2006). Todos estos datos indican que la regulacion de Pax6 por factores de crecimiento y
neurotrofinas es altamente dependiente tanto del tipo de molécula como de los receptores
para ella implicados, del momento del desarrollo en el que ocurren y de los distintos

efectores de las rutas de sefializacion.

Ademas de la regulacién dependiente de moléculas difusibles y de contacto, también
se han descrito bucles regulatorios entre Pax6 y algunas de sus dianas transcripcionales. Asi,
algunos productos de genes diana de Pax6 pueden ser necesarios para aumentar su propia
activacion (Mikkola et al., 2001; Planque et al., 2001; Sakai et al, 2001; Goudreau et al.,
2002). También se han descrito bucles de regulacién negativa (Schwarz et a/, 2000;
Englund et a/., 2005). Por ejemplo, los genes de Pax6 y Pax2 presentan sitios de union para
la proteina codificada por el otro gen en sus promotores, es decir, cuando la proteina Pax6
se une al promotor de Pax2 inhibe su expresion y al contrario (Schwarz et a/., 2000). Esta
inhibicion mutua de ambas proteinas es importante para el establecimiento de fronteras
entre varios territorios encefélicos durante el desarrollo (Matsunaga et a/., 2000; Schwarz et
al., 2000). Otro tipo de regulacion es la ejercida mediante interacciones proteina-proteina.
Un ejemplo de ello es la relacion entre Pax6 y Sox2. Ambas proteinas son capaces de unirse
al promotor de la otra, tanto juntas como por separado, activando la expresion génica, y
forman complejos de unién al ADN importantes durante etapas iniciales del desarrollo
(Kamachi et al,, 2001; Kondoh et al., 2004; Lengler et al., 2005; Inoue et al., 2007; Wen et
al., 2008).
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Por dltimo, Pax6 es capaz de autorregularse tanto positiva como negativamente
(Aota et al, 2003; Morgan, 2004; Manuel et al., 2007). El propio gen Pax6 contiene varias
secuencias consenso de unidn para su proteina en sus regiones reguladoras (Morgan, 2004).
Por ejemplo, uno de sus elementos reguladores, el conocido como potenciador especifico de
la superficie del ectodermo de la cabeza, contiene sitios de unidn para la proteina Pax6 con

objeto de promover su propia expresion (Aota et al., 2003).

La importancia de Pax6 durante el desarrollo, su expresion en un gran ndmero de
tipos celulares y la posibilidad de que actie en compania de otras proteinas, la hacen una
candidata ideal a sufrir todo tipo de modificaciones postraduccionales, tanto en su dominio
PST como en cualquier otra region. Por ejemplo, se ha demostrado que las MAPKs Erk y p38
pueden fosforilar a Pax6 en su dominio PST, lo que hace a Pax6 mas activo como factor de
transcripcién (Mikkola et a/, 1999). Ademas, la HIPK2 (homeodomain-interacting protein
kinase 2; proteina kinasa que interacciona con homeodominios) es también capaz de
fosforilar a Pax6 en su dominio PST, provocando su activacion como factor de transcripcion y
haciendo posible su interaccion con otras proteinas (Kim et a/.,, 2006). HIPK2 es una Ser/Thr
kinasa que regula la expresion génica al fosforilar factores de transcripcion. Se activa en
respuesta a dafios en el ADN (esta implicada en el punto de control entre las fases G2 y M
del ciclo celular) o sefiales morfogenéticas (factores de crecimiento, neurotrofinas y
morfégenos) e induce la expresidén de patrones génicos implicados en la diferenciacion, el
desarrollo y la apoptosis (revisado en Rinaldo et a/, 2007), procesos en los que también
esta implicado Pax6. Por ultimo, se ha descrito que la proteina Ser/Thr fosfatasa 1 (PP-1)

defosforila Pax6, atenuando su actividad transcripcional (Yan et al., 2007).

Ademas de regular el nivel de expresién de la proteina y de su actividad, en
determinados momentos se necesita actuar de forma directa y precisa sobre la proteina para
regular su concentracion en la célula. Recientemente se han empezado a descubrir los
mecanismos que permiten controlar la cantidad de Pax6 en cada célula. Se ha descrito que
Trim11, una proteina de la familia de las E3 ubiquitina ligasas, es la responsable, en los
progenitores de corteza, de la degradacidn de Pax6 por la via ubiquitina-proteasoma (Tuoc y
Stoykova, 2008). Asi, durante la diferenciacion neuronal en el desarrollo de la corteza, los
niveles de proteina Pax6 descienden mucho mas rapido que los niveles de mensajero,

debido a la degradacion de la proteina mediada por Trim11l (Tuoc Y Stoykova, 2008).
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Ademas, la expresion de Triml1l esta a su vez regulada positivamente por Pax6, lo que

constituiria un mecanismo de retroalimentacion negativa (Tuoc y Stoykova, 2008).

Mutantes para Pax6

La funcion de Pax6 ha sido analizada estudiando el fenotipo de varios tipos de
ratones que contienen mutaciones en el gen Pax6. Se han aislado distintas mutaciones
semidominantes del gen Pax6 en el ratdon, que se conocen como Small Eye (Sey) y, a pesar
de su variabilidad, todas ellas originan fenotipos comparables. La mayor parte de las
mutaciones son puntuales y afectan a pocos pares de bases, produciéndose en ocasiones
proteinas truncadas (Hogan et a/., 1986, 1988, Favor et a/., 1988, 2001; Glaser et a/., 1990,
Hill et a/,, 1991, Grindley et al., 1997, Kent et al., 1997). Ademas, en los Ultimos afos se han
generado en varios laboratorios distintos ratones knock-out para Pax6, en muchos casos con
perdida de funcion de la proteina dirigida a tipos celulares especificos, gracias a alteraciones

en elementos reguladores del gen.

Las mutaciones Small Eye en homocigosis son letales. Dos de ellas (Sey®®, Sey")
tienen su fase letal en la etapa cercana a la implantacion del blastocisto, lo que
probablemente se deba a la pérdida de genes cercanos a Pax6 importantes para el

Neu

desarrollo temprano (Kent et al., 1997). Sey y Sey" se desarrollan, pero mueren en edades
perinatales, con defectos cerebrales graves y carencia completa de ojos y cavidades nasales
(Schmahl et a/, 1993). Ademas, los bulbos olfatorios estan muy reducidos y alterados

(Stoykova et a/., 1996, Lopez-Mascaraque et al., 1998, Jiménez et al., 2000).

En heterocigosis ninguna de las mutaciones es letal. Los heterocigotos, con un
Unico alelo mutado, viven el mismo tiempo que los ratones sin la mutacion pero poseen
diferentes grados de alteracién en el sistema visual, el sistema olfatorio y otras zonas
encefalicas, que se manifiestan macroscépicamente al presentar un tamario reducido de los
ojos y un hocico redondeado (Theiler et al., 1978, Hogan et al., 1988, Glaser et al., 1990,
Fujiwara et al, 1994, Hanson et al., 1994, Dellovade et al., 1998). Todas las malformaciones
observadas en el encéfalo y la retina de los ratones mutantes heterocigotos concuerdan con
las zonas de expresion de Pax6 durante el desarrollo (Walther y Gruss, 1991) y reflejan los
mecanismos moleculares mediante los cuales actla la proteina Pax6, especialmente la
importancia de la concentracion de la proteina en el nlcleo de las células (Plaza et &/,
1993).

52



INTRODUCCION

La mutacion original fue observada en 1964 por la Dra. Dickie (Laboratorio Jackson)
en la colonia C3H/Hel (Theiler et al, 1978). Los ratones Sey®® poseen una mutacién
autosémica y semidominante denominada Dickie’s small eye (Sey®®). Se trata de una
deleccion de entre 1370 y 2300 Kb en el cromosoma 2 del ratén que afecta a Pax6, a sus
elementos reguladores y a otros genes proximos, como el Wt! (gen del tumor de Wilms) y
el Rcn (gen de la Reticulocalbina) (Theiler et al., 1978; 1980, Glaser et al., 1990, Kent et al.,
1997) (Esquema 11).

RETN? WTI Paxé
REhGAL D59 RCN FSHE  KCNA4 . BDNF
T T
— [Deleccidn Sey ™ MB

Esquema 11: Esquema del cromosoma 2 del ratdén donde se representa la extension de la mutacion
Sey®® (en rojo). Modificado de Kent et a/., 1997.

Fenotipo

Los homocigotos (Sey"®/Sey®®) mueren antes del 6° dia de gestacién (E6) y
presentan una actividad mitdtica muy baja. Por ello, el blastocisto es pequefo o esta
ausente y el trofoectodermo no se forma (Theiler et al., 1978, 1980), lo que puede deberse
a que la deleccion causante de esta mutacion incluye genes esenciales para la supervivencia
en la gestacién temprana distintos a Pax6, que se comienza a expresar algo mas tarde

durante el desarrollo, en el dia embrionario 8 (Glaser et al., 1990; Walther y Gruss, 1991).

Aunque aproximadamente el 5% de los heterocigotos (+/Sey”) muere 8-10
horas después del nacimiento, el 95% restante es viable y alcanza la edad adulta (Theiler et
al., 1978). Sin embargo, su desarrollo es anormal (Theiler et a/., 1978). Ya en el dia E7-8 se
observa un retraso en el desarrollo respecto a los animales +/+, que se mantiene a lo largo
de toda la vida del animal y que se traduce en una reduccion del tamafio corporal del 10%
respecto a los animales control. Los ratones heterocigotos tienen un fenotipo variable, pero
se pueden identificar por el tamafio reducido de los ojos, por la falta de protuberancia del
globo optico y porque los parpados pueden estar cerrados o mostrar una pequefa abertura
a través de la cual se pueden observar cataratas (Hogan et a/., 1988, Baumer et al.,, 2002,
Ramaesh et a/,, 2003, 2005, Davis et a/.,, 2003).

Otros genes delecionados en la mutacion Sey”®
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El gen Wt1 codifica para un factor de transcripcion con 4 dominios “dedos de Zinc”
en el extremo C-terminal de la proteina, que median en la unién a secuencias especificas del
ADN. Tiene también un dominio N-terminal rico en Prolina/Glutamina implicado en la
activacion transcripcional. Las proteinas Wtl tienen dos funciones principales: regulan la
transcripcion de sus genes diana, y estan implicadas en el procesamiento postranscripcional
de ARN (Haber et al, 1991, Lee y Haber, 2001, Wagner et al, 2003). Debido a estas
funciones, su expresion es importante para el desarrollo de muchos érganos, principalmente
del rindn, las gonadas y el bazo (revision en Lee y Haber, 2001). Ademas, Wtl esta
implicado en el desarrollo del epitelio olfatorio, pero los animales heterocigotos knock-out
para el gen no presentan cambios respecto a los animales control (Wagner et al., 2002,
2005).

La reticulocalbina es una proteina luminal soluble del reticulo endoplasmatico
(Ozawa y Muramatsu, 1993). Pertenece a una familia de proteinas ligantes de calcio de la
ruta secretora de las células de mamiferos (Kobayashi et a/,, 1998) que estan implicadas en
procesos patoldgicos, tales como la transformacion en célula maligna (Chen et a/., 1995; Liu

et al.,, 1997) y en la formacion de placas amiloides (Vorum et a/., 1999).

Funcion de Pax6

En el encéfalo, los grandes dominios de expresion de Pax6 se observan durante el
desarrollo temprano y, posteriormente, quedan restringidos a algunas poblaciones celulares
en el adulto (Walther y Gruss, 1991; Callaerts et a/.,, 1997). Aunque desde que se describid
en 1991 se han realizado numerosos estudios sobre Pax6, aun no se conocen con certeza
sus dianas como factor de transcripcion, las moléculas a las que podria unirse para ejercer
su funcién y su participacion en redes de sefalizacion y en funciones celulares. Pax6
participa en muchas etapas distintas del desarrollo y en procesos diferentes a lo largo de la
vida celular. Asi, se sabe que durante el desarrollo del SNC regula la proliferacién, muerte
celular, diferenciacion, interviene en la formacion de patrones, en migracion y relaciones
célula-célula, en la guia axonal y muy probablemente también en la formacion de
conexiones (Walther y Gruss, 1991; Callaerts et a/., 1997; Simpson y Price, 2002; Osumi et
al., 2008). Su funcion depende del momento del desarrollo, la etapa de la vida de la célula
y, en muchas ocasiones, de la cantidad de Pax6 presente en un momento y lugar
determinados (Berger et al, 2007; Manuel et al, 2007). Sin embargo, y a pesar de
expresarse en neuronas maduras, hasta la fecha no se conoce qué papel ejerce en ellas

(revisado en Simpson y Price, 2002).
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Uno de los primeros mecanismos en los que participa Pax6 al comienzo del
desarrollo embrionario es en la formacion de patrones en el encéfalo. La gran diversidad de
nucleos encefalicos, con sus diferentes funciones, surge a partir de un tubo de epitelio, el
tubo neural, que se especifica en regiones distintas gracias a la accién inductora de diversas
moléculas. Las células neuroepiteliales (que son células madre) situadas a lo largo del tubo
neural van adquiriendo identidades distintas segln su posicion en los ejes antero-posterior y
dorso-ventral. Estos procesos de formacion de patrones son esenciales para la posterior
diferenciacion de las distintas poblaciones neuronales que componen el encéfalo, generadas
a partir de células multipotentes situadas en lugares concretos (Takahashi y Liu, 2006;
Lichtneckert y Reichert, 2008; Urbach y Technau, 2008). Un ejemplo de ello es la formacion
de la frontera entre el telencéfalo dorsal y ventral, que esta delimitada por la regién de
expresion de Pax6 (dorsal) y la de Nkx2.1 (ventral) (Corbin et a/., 2003; Hebert y Fishell,
2008). Algo mas tarde en el desarrollo, se comienza a expresar Gsx2 (antes conocido como
Gsh2) en la frontera dorso-ventral y se forma la frontera palio-subpalio, delimitada por la
expresion de Pax6 (palio) y Gsx2 (subpalio). Sin embargo, los dominios de expresion de
ambos genes se superponen en una pequefia region, el limite mas dorsal del subpalio,
conocida como eminencia ganglionar lateral dorsal (Corbin ef al., 2003; Hebert y Fishell,
2008). Si se elimina la expresion de Pax6, el primordio cortical se ventraliza y el territorio de
la eminencia ganglionar lateral dorsal se extiende dorsalmente (Stoykova et al, 2000;
Toresson et al., 2000; Yun et al.,, 2001) (Esquema 12).

Pax6+/+ Pax6/-

Esquema 12: Ventralizacion del telencéfalo como consecuencia de la ausencia de Pax6. El esquema
de la izquierda representa la regionalizacion del telencéfalo en circunstancias normales. El esquema
de la derecha representa la ventralizacion del telencéfalo causada por la falta de Pax6. La region
cortical se reduce y se restringe a las porciones mas dorsales. La LGE se extiende dorsalmente, al
igual que la MGE, y el territorio de la LGE se mezcla dorsalmente con el cortical y centralmente con el
de la MGE.
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Numerosos estudios han puesto de manifiesto la relacién de Pax6 con la regulacion
de la proliferacion, y particularmente con varios aspectos del ciclo celular de los precursores.
Los estudios llevados a cabo hasta la fecha han sido realizados durante el desarrollo de la
corteza, de la retina y también durante la division de precursores neuroepiteliales.
Analizando todos ellos se concluye que la influencia de Pax6 sobre el ciclo celular y la
proliferacion depende del momento del desarrollo y del tipo celular. Se han descrito
incrementos de la proliferacion en ausencia de Pax6, relacionados con acortamientos del
ciclo celular (Goétz et al., 1998; Warren et al., 1999; Estivill-Torrus et al., 2002; Duparc et
al, 2007). Sin embargo, también se ha descrito un descenso de la proliferacion de los
precursores, tanto en ausencia de Pax6 como en condiciones de sobreexpresion (Ouyang et
al., 2006; Berger et al., 2007; Duparc et al., 2007; Manuel et al., 2007; Tamai et al., 2007,
Xu et al,, 2007; Hsieh y Yang, 2009). A continuacidén nos centraremos en explicar la funcion
de Pax6 en el desarrollo de la corteza y de la retina, puesto que es en el desarrollo de estas
regiones donde mejor se conoce tanto su efecto en la neurogénesis y en la autorrenovacion

de los precursores como los mecanismos moleculares dependientes de Paxé.

Las células piramidales de la corteza provienen de la ZV embrionaria, que esta
formada fundamentalmente por somas de células neuroepiteliales cuyo citoplasma se
extiende verticalmente de un extremo a otro del primordio de la corteza. Estas células se
conocen como glia radial y tienen una funcién dual: por una parte son un andamio para que
las neuronas de nueva generacion alcancen su posicion final en la corteza y por otra, son las
células madre del desarrollo de la corteza, a partir de las cuales se van a producir las
neuronas piramidales glutamatérgicas (Campbell y Gotz, 2002, Kriegstein y Goétz, 2003).
Tras el nacimiento, la glia radial se transforma en células epéndimales y astrocitos,
incluyendo a las células madre de la ZSV (Voigt, 1989; Merkle et al., 2004; Spassky et al.,
2005).

En el desarrollo de la corteza participan dos tipos de precursores: la glia radial que
se divide bien de forma simétrica para dar dos células hijas proliferativas, o de forma

asimétrica dando una hija proliferativa y otra que sale de ciclo; y los progenitores basales,

que derivan de la glia radial y que se dividen de forma simétrica dando dos células hijas que
salen de ciclo y se diferencian (Go6tz et a/., 1998; Englund et a/.,, 2005; Hevner, 2006; Quinn
et al, 2007). Mientras que los progenitores basales no expresan Pax6, la glia radial si lo
hace y, de hecho, esta expresion es esencial para regular su morfologia, su ciclo celular y su
numero (Gotz et al., 1998). Asi, la proporcion de glia radial que sale de ciclo y se diferencia
en ratones homocigotos para Pax6 es mayor, por lo que quedan cada vez menos células en

ciclo y los precursores se agotan (Quinn et a/,, 2007). Ademas, Pax6 también esta implicada
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en la proliferacion de progenitores de la ZSV embrionaria provenientes de la glia radial, ya
que induce la expresion de Sox2, necesario para su division (Wen et a/., 2008). En ausencia
total de Pax6, la ZV prolifera menos (Fukuda et &/, 2000) y sufren una aceleracion de la
neurogénesis (Estivill-Torrus et a/., 2002). Sin embargo, los mutantes homocigotos sin Pax6
presentan una gran reduccion de la produccion de neuronas corticales (Schmahl et al,
1993; Stoykova ef al, 1996; Warren et al., 1999; Fukuda et a/., 2000; Estivill-Torrus et al.,
2002). La causa de esta falta de neuronas en la corteza se debe a que, en ausencia de Pax6,
se produce un agotamiento temprano de los precursores y una diferenciacion neuronal
precoz (Quinn et al, 2007). Por ello, la poblacion de neuronas mas afectada en los
homocigotos sin Pax6 es la de las neuronas de nacimiento tardio (Fukuda et a/., 2000). Sin
embargo, y sorprendentemente, la sobreexpresion de Pax6 en precursores corticales
también inhibe su proliferacion, al inducir la diferenciacion (Berger et a/., 2007, Sansom et
al., 2009). Por lo tanto, el nivel éptimo de expresion de Pax6 determina en las células de glia
radial el balance entre la capacidad de autorrenovacion de los precursores y la neurogénesis,

asi como la identidad de las futuras neuronas (Sansom et a/., 2009).

La participacién de Pax6 en el desarrollo de la retina sigue estos mismos parametros
(Philips et al., 2005), aunque en este caso se conoce que la causa subyacente a los defectos
de proliferacion en homocigotos sin Pax6 esta relacionada con el punto de control entre las
fases G1 y S del ciclo celular. Sin Pax6, los precursores tienen mayor probabilidad de superar
la transicion entre las etapas del ciclo celular G1 y fase S. Por el contrario, una gran cantidad
de Pax6 en los progenitores de la copa dptica produce bien la salida de ciclo de las células,
bien su parada en la fase G1 (Duparc et al., 2007). Los datos apuntan a que el control de la
expresion de distintos reguladores negativos del ciclo celular, entre los que se encuentra
p27%P! (implicado durante la neurogénesis adulta en la regulacién de la proporcion entre
progenitores altamente proliferativos y neuroblastos), es uno de los mecanismos que utiliza
Pax6 para regular la proliferacion en el desarrollo de la retina y la corteza (Duparc et al,,
2007). Por otra parte, recientemente se ha demostrado que el nivel de expresién de Pax6
esta intimamente relacionado con la progresion del ciclo celular y con la capacidad
neurogénica de los precursores. Por ejemplo, las células en fase S en condiciones fisioldgicas
presentan niveles de expresion de Pax6 bajos, que varian en las demas fases del ciclo
celular. El mantenimiento de estos niveles de expresion reducidos durante la fase S es
necesario para la reentrada en ciclo de los precursores y, si no se produce, las células se
diferencian (Hsieh y Yang, 2009).

Por todo ello, Pax6 y la regulacion precisa de su concentracion en la célula son
esenciales para el control del ciclo celular y la relacion de éste con la dicotomia de los

precursores entre la autorrenovacion y la diferenciacion.
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La glia radial puede generarse a partir del neuroepitelio en ausencia de Pax6, pero,
ademas de los problemas de proliferacion indicados anteriormente, muestra un cambio en
su potencial de generacion de tipos neuronales. En los homocigotos sin Pax6, en lugar de
generar neuronas corticales glutamatérgicas, la glia radial genera interneuronas
GABAérgicas que mueren rapidamente por apoptosis. EIl mecanismo molecular implicado
esta relacionado con la sobreexpresién del receptor de muerte de las neurotrofinas, p75™',
debido a que las células sin Pax6 son incapaces de regular la expresion de este gen a la baja
durante el proceso de diferenciacion. Ademas, no son capaces de expresar el receptor de
neurotrofinas TrkB, por lo que la respuesta de estas células sin Pax6 a las neurotrofinas es la
muerte por apoptosis. Este mecanismo también se ha descrito durante el desarrollo del BOP
(Nikoletopoulou et al, 2007). No obstante, la sobreexpresion de Pax6 en progenitores
corticales también causa apoptosis. En este caso, el mecanismo molecular involucrado esta
relacionado con moléculas implicadas en la interaccion célula-célula y en su sefalizacion,
como la Efrina A5, N-CAM, R-Cadherina, Tenascina-C, Integrina 3, Integrina o5 y Paxillin,
que se sobreexpresan cuando se sobreexpresa Pax6 (Berger et al.,, 2007). Estos dos grupos
de datos demuestran una vez mas que la regulacion precisa de Pax6 es necesaria para el
desarrollo normal de la vida celular y, tal y como hemos revisado en el apartado
correspondiente, se estd comenzando a vislumbrar la regulacién postraduccional que sufre
Pax6. Se ha demostrado que Pax6 esta regulado por Erk, p38 MAPK y HIPK2 (Mikkola et &/,
1999; Kim et al, 2006), todas ellas kinasas involucradas en rutas relacionadas con la
supervivencia celular y que podrian ejercer esta funcion a través de la regulacion de este

factor de transcripcion.

Pax6 es necesario para la diferenciacion celular en todos los procesos de desarrollo
en los que participa. En la corteza, es necesario para la generacién de neuronas
glutamatérgicas y para la formacion de poblaciones neuronales mas tardias (Schmahl et al.,
1993; Stoykova ef al, 1996; Warren et al., 1999; Fukuda et a/., 2000; Estivill-Torrus et al.,
2002). Ademas, la generacidon de interneuronas corticales procedentes de las eminencias
ganglionares, también depende de Pax6, ya que en su ausencia, el telencéfalo se ventraliza
y hay un cambio en el destino final de diferenciacion de las células que se generan
(Stoykova et al, 2000; Toresson et al, 2000; Yun et al, 2001), produciéndose un
incremento de interneuronas inhibitorias (Sansom et a/.,, 2009). En el desarrollo de la retina,
Pax6 es necesario para la diferenciacion de los siete tipos neuronales retinianos (Marquardt
et al.,, 2001). Por otra parte, la generacion de distintos tipos de motoneuronas en la médula

espinal involucra la regulacién negativa de la expresion de Pax6 (Ericson et al., 1997). Pax6
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también participa en la diferenciaciéon de tipos celulares del BOP, como veremos mas
adelante en esta Introduccion (Implicacién de Pax6 en el desarrollo del BOP, Implicacion de

Pax6 en la neurogénesis adulta).

La sobreexpresion de Pax6 produce la diferenciacién neuronal en todos los casos
estudiados (Gotz et al., 1998; Heins et al, 2002; Hack et al., 2004, 2005; Cartier et al,
2006; Berger et al., 2007). Aunque los mecanismos moleculares exactos que llevan a ello
son desconocidos, se ha demostrado en una linea celular no neural (células HelLa) que la
sobreexpresion de Pax6 es capaz de producir la diferenciacién de estas células a neuronas,
al inducir la expresion de p21“P! dependiente de p53 (Cartier et a/,, 2006). No obstante, y
pese a la gran implicacién de Pax6 en la diferenciacién neuronal, Pax6 es también necesario
para la diferenciacién de astrocitos y su expresion se mantiene en algunos astrocitos

distribuidos por todo el encéfalo adulto (Sakurai y Osumi, 2008).

Por ultimo, como hemos mencionado anteriormente, Pax6 estd implicado en la
relacion entre la autorrenovacion de los precursores, su salida de ciclo y la neurogénesis. El
descenso en la expresidon de Pax6 produce una disminucion de la autorrenovacion, la salida
acelerada de los precursores del ciclo celular para su diferenciacién y una deplecion del
conjunto de los precursores (Quinn et al, 2007; Xu et al, 2007). Sin embargo, la
sobreexpresion de Pax6 también produce este mismo efecto: el incremento de la

neurogénenesis a expensas de la autorrenovacion de los precursores (Sansom et /., 2009).

La regulacion que ejerce Pax6 sobre los procesos y mecanismos moleculares
descritos depende de los genes diana sobre los que actia como factor de transcripcion.
Dentro de los genes diana de Pax6, existen muchos factores de transcripcién relacionados
con la adquisicion de fenotipo neuronal en general y también de subpoblaciones
neuroquimicas concretas. Los mlltiples genes diana de este factor de transcripcion
participan en muchos procesos (formacion de patrones, migracion, proliferacion,
supervivencia, diferenciacion, crecimiento celular,...; revisado en Simpson y Price, 2002;
Osumi et al., 2008, Sansom et al, 2009), aunque son pocos los que se han demostrado
fehacientemente bajo regulacién directa de la proteina Pax6. Entre estos ultimos, cabe
destacar aquellos que tienen funciones importantes en la regulaciéon del ciclo celular y en el
resultado de la divisidn de los precursores neurales. Entre ellos se encuentran p27<P!
(Duparc et al, 2007), que regula negativamente la progresion del ciclo celular, y Fabp7
(fatty acid binding protein 7 proteina de unidn a acidos grasos 7) (Arai et al., 2005), que
mantiene a las células neuroepiteliales y a la glia radial en estado indiferenciado, evitando su
diferenciacion neuronal (Arai et al, 2005). Otras de las dianas de Pax6 regulan las

propiedades de autorrenovacion y multipotencialidad de las células madre, como por
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ejemplo algunos miembros de la familia proteica Wnt y proteinas secretadas implicadas en
su ruta de sefializacion (Ericson et al., 1997; Osumi et al., 1997; Maekawa et al., 2005; Lei
et al., 2006). Pax6 también controla la expresion de distintas moléculas implicadas en la
adhesion célula-célula y/o la unién celular a la matriz extracelular, importantes para el
mantenimiento del estado indiferenciado y la regulacion del destino final de diferenciacion
(Chalepakis et al, 1994; Callaerts et al, 1997). Ejemplos de estas dianas son NCAM-L1,
Optimedina, N-Cadherina, B-Catenina, a-Catenina, Ocludina, &-Catenina y Tenascina-C
(Chalepakis et al., 1994; Callaerts et al., 1997; Gotz et a., 1998; Grinchuk et al, 2005,
Duparc et al., 2006; Lee et al, 2007; von Holst et al., 2007; Osumi et al., 2008). De este
modo, Pax6 estaria regulando directamente tanto mecanismos intrinsecos a las propias
células implicados en la regulacion de la proliferacién, como moléculas responsables de la
respuesta a estimulos externos por contacto, ademas de factores de transcripcion

proneurales que promueven la diferenciacion a neuronas de precursores indiferenciados.

Implicacion de Paxé en el desarrollo del BOP

El sistema olfatorio se forma en fases tempranas del desarrollo embrionario y sus
componentes celulares se influyen mutuamente, por lo que resulta complejo conocer los
mecanismos moleculares y celulares implicados. Numerosos estudios han demostrado que
Pax6 es imprescindible para el desarrollo de la placoda olfatoria y el epitelio olfatorio, el
posicionamiento y la guia axonal de las neuronas bulbares, la migracion y alineamiento de
las neuronas de la corteza olfatoria, y la generacion de tipos celulares especificos en el BOP
postnatal (Matsuo et 4/, 1993; Davis y Reed, 1996; Anchan et a/., 1997; Lopez-Mascaraque
et al,, 1998; Jiménez et al,, 2000; Hirata et a/., 2002, Nomura y Osumi, 2004, Nomura et al.,
2006). De hecho, los ratones homocigotos sin Pax6 tienen problemas durante el desarrollo
del sistema olfatorio. Una de las consecuencias de la ausencia de Pax6 es que no se forman
neuronas receptoras olfatorias, probablemente por defectos en la sintesis y la senalizacion
del acido retinoico (Hill et a/., 1991; Matsuo et al.,, 1993; Grindley et a/., 1995, Davis y Reed,
1996, Anchan et al., 1997, Jiménez et al., 2000; Suzuki et a/, 2000). Por otra parte, células
derivadas de las crestas neurales que invaden la placoda olfatoria durante el desarrollo no
son capaces de hacerlo en ausencia de Pax6, debido a defectos en su migracion (Matsuo et
al., 1993).

Ademas de estos defectos en la formacion de distintos componentes del sistema
olfatorio, el propio BOP deriva de una protrusion del telencéfalo rostral que necesita Pax6
para su desarrollo (Lépez-Mascaraque y de Castro, 2002). Su formacidon en el raton

comienza alrededor del dia embrionario 11.5 (E11.5), al llegar los axones de las neuronas
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receptoras olfatorias a la parte rostral del telencéfalo (Gong y Shipley, 1995; Ldépez-
Mascaraque y de Castro, 2002), lo que induce la formacion del primordio del BOP (Gong y
Shipley, 1995). En los homocigotos sin Pax6, el BOP no se desarrolla en la region mas dorsal
del telencéfalo y se forma una estructura similar al BO conocida como OBLS (offactory bulb
like structure, estructura similar al BO) en el telencéfalo lateral (Lopez-Mascaraque et &,
1998; lJiménez et al, 2000; Hirata et al, 2002) compuesta por células mitrales que
extienden sus axones hacia la corteza olfatoria, al igual que en los animales control, pero
gue sus dendritas no estan orientadas hacia la superficie del BOP (Jiménez et a/., 2000,
Hirata et al, 2002, Lopez-Mascaraque et a/., 2005). Las células mitrales son las primeras
gue se desarrollan en el BO, entre E11 y E13, mientras que las células empenachadas lo
hacen entre E13 y E18 (Hinds et a/,, 1968, Bayer et a/., 1983) y tanto en los ratones control
como en los homocigotos sin Pax6 se generan a partir de la region rostral del telencéfalo.
Sin embargo, en los homocigotos sin Pax6 acaban situadas en la region telencefalica lateral,
debido a un defecto que no depende ni de las propias células mitrales ni de la ausencia de
axones del nervio olfatorio (Nomura y Osumi, 2004). Por otra parte, los ratones homocigotos
sin Pax6 presentan una ausencia de expresion de receptores de FGF y esta sefializacion es
esencial para la formacion del BO, por lo que es posible que éste sea el mecanismo

molecular implicado (Nomura y Osumi, 2004).

Aunque las primeras interneuronas bulbares se generan a partir de la zona
neuroepitelial del ventriculo del BOP en desarrollo a la edad de E13.5 (Vergafio-Vera et al.,
2006), la mayoria se producen en las primeras dos o tres semanas postnatales (Hinds,
1968). Las células neuroepiteliales del ventriculo olfatorio expresan Pax6, al igual que las
interneuronas GABAérgicas que se generan a partir de ellas (Vergafio-Vera et a/., 2006). Mas
tarde, cuando el ventriculo olfatorio se cierra, estas interneuronas pasan a generarse en la
ZSV adyacente a los ventriculos laterales. En este Ultimo caso, las células migran
tangencialmente desde la ZSV, a través de la CMR, hasta alcanzar el BOP (Lois et a/., 1996;
Peretto et al, 1997). Como ya se ha mencionado, la gran mayoria de las interneuronas del
BOP se genera postnatalmente (Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002) y, ademas de los
defectos en la diferenciacion de algunos tipos celulares en la neurogénesis adulta en
ausencia de Pax6 (que detallaremos en el siguiente apartado), se ha descrito que en los
animales heterocigotos para Pax6 el niUmero de interneuronas de la CPE que expresan PV y
CR esta muy reducido (Haba et a/, 2009). Estas interneuronas de la CPE se producen

durante la etapa perinatal (Batista-Brito et a/., 2008).

Implicacion de Pax6 en la neurogénesis adulta

En el SNC de ratones adultos, Pax6 se expresa en el BOP, la CMR, la ZSV y la zona

subgranular del giro dentado del hipocampo, todas ellas regiones neurogénicas en el adulto
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(Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002; Gage, 2002; Maekawa et a/,, 2005; Nacher et al,,
2005; Hack et al., 2005; Kohwi et al., 2005).

En el giro dentado del hipocampo, Pax6 se expresa en las células madre neurales,
llamados también precursores tempranos, y en la poblacién de progenitores neuronales
tardios, es decir, en los dos tipos de precursores de esta region (Maekawa et a/., 2005;
Nacher et al., 2005). Las células madre neurales del hipocampo son muy similares a la glia
radial, tanto en los marcadores que expresan, como en su capacidad para actuar como
células madre y como facilitadoras de la migracion (Forster et a/., 2002). En ratas y ratones
haploinsuficientes para Pax6, la proliferacion y la produccion de neuronas estan gravemente
afectadas en el hipocampo, ademas de presentar defectos en la capacidad de
autorrenovacion de las células madre (Maekawa et al., 2005; Sakurai y Osumi, 2008). Se ha
propuesto que la reduccidn en la produccion de neuronas en el hipocampo se deberia a una
transicion acelerada por las distintas fases neurogénicas ya que, con el paso del tiempo, la
zona subgranular adelgaza (Maekawa et a/., 2005). Estos datos concuerdan con los defectos
en la proliferacion debidos a la falta de Pax6 descritos durante el desarrollo. En este caso,
uno de los mecanismos moleculares que parece estar implicado seria la sefializacion
mediada por Wnts, ya que se ha descrito una expresion reducida de algunos integrantes de
esta ruta de sefalizacion en la zona subgranular del hipocampo de ratones heterocigotos
para Pax6 (Maekawa et a/.,, 2005).

Respecto a la neurogénesis adulta dirigida al BOP, hasta la fecha, se ha descrito en
la literatura la expresion de Pax6 en neuroblastos (células de tipo A), progenitores altamente
proliferativos (células de tipo C) y se ha propuesto su expresion en las células madre de esta
region, aunque no se ha demostrado (células B1; Kohwi et a/, 2005). Sin embargo, existe
controversia en la proporcion de neuroblastos y células altamente proliferativas que
expresan este factor de transcripcion (Hack et al., 2005; Kohwi et a/., 2005). Ademas, se ha
demostrado la baja expresion de Pax6 en neurosferas obtenidas a partir de la ZSV adulta de
ratdn. Este nivel de expresion aumenta al sembrar las células en condiciones que favorecen
la diferenciacion (Hack et a/., 2004). Estos estudios se centran en el papel que ejerce Pax6
en la diferenciacion de interneuronas del BOP. De este modo, se ha demostrado que Pax6 es
esencial para promover la diferenciacion de las células a neuronas en general y
especificamente a PGs dopaminérgicas y a granos GABAérgicos situados preferentemente en

la zona superficial de su capa (Hack et al., 2005; Kohwi et al., 2005).
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La neurogénesis adulta puede considerarse como el desarrollo neuronal que se lleva
a cabo en las condiciones del organismo adulto. Asi, la neurogénesis adulta se produce en
funcion de las propiedades inherentes a las células madre y progenitores del encéfalo adulto
y de su interaccion con el nicho, que favorece el desarrollo neuronal. Para entender mejor
esta relacion, es necesario estudiar la neurogénesis adulta conociendo los fendmenos que se

producen durante el desarrollo embrionario.

Numerosas evidencias apuntan hacia la posibilidad de que Pax6 esté implicado en la
regulacion de la neurogénesis adulta. Muchas de estas evidencias vienen de su participacion
en procesos comparables que tienen lugar durante el desarrollo embrionario. Por ejemplo,
Pax6 es esencial para la funcion de la glia radial controlando parametros como su ciclo
celular, su capacidad de dividirse simétricamente, su morfologia, estrechamente relacionada
con su funcion en la migracion, su respuesta a diferentes estimulos, su potencial de
diferenciacion y la supervivencia de las células que genera (Heins et al., 2002). Estas células
de glia radial se consideran el nexo entre el desarrollo embrionario y la neurogénesis adulta
(Alvarez-Buylla et al., 2001) ya que, tanto en la zona subgranular adulta del hipocampo
como en la zona subventricular, se ha demostrado que los precursores neurales son células
similares a la glia radial de la corteza, y ademas provienen de ella (Alves et al., 2002, Merkle
et al., 2004). Por otra parte, Pax6 también es importante para el desarrollo del BOP. En el
adulto, aunque se desconoce su funcidn, se expresa intensamente tanto en diversas
poblaciones de interneuronas del BOP como en la CMR y la ZSV, aunque existen
controversias en las poblaciones celulares concretas que expresan Pax6 en la region

neurogénica.

Cuando comenzamos esta Tesis Doctoral, no habia publicaciones que resenasen la
participacion de Pax6 en el proceso neurogénico adulto. Al poco tiempo se puso de
manifiesto que estaba directamente implicado en la diferenciacion de algunas interneuronas
de nueva generacion, células PG dopaminérgicas y granos situados en la region superficial
de su capa (Hack et al., 2005, Kohwi et al., 2005). Sin embargo, estos estudios restringian
su analisis a estas poblaciones concretas de interneuronas, sin considerar la gran diversidad
de poblaciones de otros tipos presentes en el BOP. Ademas, tampoco tenian en cuenta la
posible participacion de Pax6 en la regulacién de la proliferacion y la supervivencia celular
asi como en su distribucion, procesos en los que Pax6 participa durante el desarrollo

embrionario.

65



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Otros datos que apoyarian la posible participacion de Pax6 en la modulacion de la
neurogénesis adulta serian, por ejemplo, las alteraciones en la expresion de receptores y
moléculas de sefializacion en ausencia de Pax6, asi como su regulacion, durante el desarrollo
embrionario, por parte de factores de crecimiento, neurotrofinas, moléculas de adhesion y
morfogenos. Todos estos factores estan implicados en la regulacion de distintos eventos
durante la neurogénesis adulta, lo que refuerza ain mas la posible implicacién de Pax6 en

ellos.

Por otra parte, existe otra poblacién de progenitores proliferativos en el encéfalo
adulto fuera de las regiones neurogénicas, los OPCs NG2*. Estos precursores estan
ampliamente distribuidos por todo el cerebro, especialmente en la corteza. Pax6 podria estar
participando en la generacion de nuevas células a partir de estos precursores de regiones no
neurogénicas por varios motivos. Uno de ellos es la implicacion de Pax6 en la generacion de
patrones durante el desarrollo embrionario y que su ausencia tiene como consecuencia la
ventralizacion del telencéfalo. Esta region expandida como consecuencia de la falta de Pax6
constituye uno de los focos de origen de los OPCs durante el desarrollo embrionario. Por
otra parte, se ha descrito que Pax6 esta implicado en la regulacion del balance de
produccion entre ODs y neuronas, y la carencia de Pax6 determina un incremento en la
poblacion de ODs (Hack et al., 2004, 2005). Todo ello nos llevd a plantear que Pax6 también
podria estar implicado en la regulacion de la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de
los OPCs en el encéfalo adulto. Ademas, como PDGF participa en multiples procesos durante
el desarrollo embrionario y la neurogénesis adulta y, en particular, es el factor regulador de
todos estos procesos en este tipo celular y esta relacionado con la formacion de tumores
cerebrales, en los que se han descrito alteraciones de la expresion de Pax6, consideramos

gue podria estar implicado en estos procesos a través de la regulacion de la proteina Pax6.

Todos estos datos nos llevaron a formular la siguiente hipdtesis: “El factor de
transcripcion Pax6 participa en la regulacion de la proliferacion, diferenciacion vy
supervivencia de los distintos tipos de precursores del encéfalo adulto, tanto en la region
neurogénica ZSV-CMR-BOP como en la region no neurogénica de la corteza, regulando a las

células NG2*".

De esta hipdtesis general de partida, surgen los siguientes objetivos, divididos en

dos grupos:
REGION NEUROGENICA DE LA ZSV-CMR-BOP:

a) Analizar la distribucién de las células Pax6* en la ZSV-CMR-BOP, conocer qué
tipos celulares concretos implicados en la neurogénesis adulta estan expresando la proteina

y evaluar la participacion de Pax6 en la organizacion estructural de la ZSV adulta.
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b) Estudiar la participacion de Pax6 en la regulacion de la proliferacion en la ZSV,

CMR y BOP tanto /n vivo como in vitro.

c) Examinar la participacion de Pax6 en la regulacion de la capacidad de

autorrenovacion de las células precursoras.

d) Valorar la participacion de Pax6 en la diferenciacion hacia células gliales o hacia
neuronas de nueva generacion y estudiar la capacidad sinaptogénica de las nuevas

neuronas.

e) Determinar la participacién de Pax6 en la capacidad de supervivencia de las

células indiferenciadas y diferenciadas.

f) Analizar la relacion de Pax6 con distintas moléculas integrantes de diferentes
rutas de sefalizacion, implicadas en el control de la proliferacion, la supervivencia de las

células, y la respuesta celular a moléculas extracelulares.
REGION NO NEUROGENICA DE LA CORTEZA:

g) Analizar la implicacion de Pax6 en la proliferacion y distribucion de las células
NG2*.

h) Conocer la participacion de Pax6 en la diferenciacién de estos OPCs.

i) Estudiar la participacion de Pax6 en la supervivencia de las células de nueva

generacion de la corteza rostral.

J) Analizar la influencia de PDGF sobre Pax6 y la participacion de las rutas de

sefalizacion de Akt y Erk en esta regulacion.

Mediante el cumplimiento de estos objetivos conoceremos en mayor profundidad la
regulacion de la neurogénesis en animales adultos y la generacion de nuevas células a partir
de precursores no neurogénicos, permitiéndonos establecer comparaciones entre ambos
procesos. Un mayor entendimiento de los procesos fisioldgicos que conducen a la formacion
de neuronas y oligodendrocitos en el encéfalo de adultos podria resultar de gran utilidad en
futuras terapias celulares de neurorreparacion y en la comprension de los cambios

moleculares patoldgicos que conducen al desarrollo de tumores cerebrales.
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1. Animales de experimentacion

La especie utilizada para la experimentacion /in vivo es el ratdbn Mus musculus, L.
1758, de la estirpe B6EIC3Sn-a/A-Pax6°®"®, adquirida a los laboratorios Jackson (Bar
Harbor, EEUU), que carecen tanto del gen Pax6 al completo como de sus regiones génicas

reguladoras.

La mitad de los animales utilizados fueron homocigotos control (+/+) y la otra mitad
fueron heterocigotos para la mutacién Sey® (+/Sey"®). Se utilizaron ratones macho de 75,
90 y 135 dias de edad postnatal (P75, P90, P135). Los heterocigotos +/Sey®® se
diferenciaron fenotipicamente de los animales control gracias a que presentan un menor

tamanio corporal y del globo ocular (Fotografia 1).

Fotografia 1: Ratén +/Sey®® (izquierda) y ratén
control +/+ (derecha) de P90.

+/Sey ++

Los animales se criaron y mantuvieron en el Servicio de Experimentacién Animal de
la Universidad de Salamanca a temperatura y humedad relativa constantes, con fotoperiodo
artificial de 12/12 horas y alimentados ad /ibitum con agua y pienso compuesto para
roedores. Tanto los protocolos de mantenimiento como los procesos experimentales a los
que fueron sometidos los animales fueron aprobados por el Comité Etico para la
Experimentacion Animal y Humana del Instituto de Neurociencias de Castilla y Ledn vy
cumplian la legislacion espafiola para el uso y cuidado de animales de experimentacion (RD
1201/2005) y la normativa al respecto de la Unién Europea (86/609/CEE).

2. Administracion de BrdU

La 5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU) es un analogo de la timidina que se incorpora en
el DNA durante la fase S del ciclo celular y permite marcar tanto las células proliferativas

como su progenie. Las inyecciones de BrdU son un método ampliamente utilizado para
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estudiar la proliferacién y la formacién de nuevas de células tanto durante el desarrollo

como en la neurogénesis adulta.

La BrdU (Sigma-Aldrich) se administr6 mediante inyecciones intraperitoneales en
animales adultos de 75 dias de edad (P75), con una dosis de 30 ug BrdU/ g de peso corporal
mezclada con 3 pg/g de peso corporal de 5- fluoro-2"-deoxiuridina (FdU, Sigma-Aldrich)
disueltas en tampdn fosfato salino 0.1 M pH 7,35 (TFS). La FdU favorece la incorporacion de
la BrdU en las células. Los tiempos de sacrificio posteriores a la inyeccion fueron diferentes

dependiendo del analisis a realizar.

Para el estudio de la fase S del ciclo celular se realizd una Unica inyecciéon de
BrdU/FdU 30 min antes del sacrificio del animal (P75).

Para el estudio de la migracion de los precursores, su incorporacion y la

diferenciacién temprana se realizaron tres inyecciones de BrdU/FdU con un intervalo de 3 h

entre cada una de ellas y los animales se sacrificaron 15 dias después (P90).

Para el estudio de la supervivencia de las células de nueva generacién y su

diferenciacion tardia también se realizaron tres inyecciones de BrdU/FdU con un intervalo de

3 h entre cada una de ellas, pero en este caso los animales se sacrificaron 60 dias después
(P135).

3. Procesamiento de animales para el analisis
histologico

Todos los animales se anestesiaron intraperitonealmente con una mezcla de 1 pl/ g
de peso corporal de ketamina (Imalgéne, Merial) y 0,5 pl/ g de peso corporal de xilacina
(Rompun, Bayer). El efecto anestésico se comprobd por la ausencia de reflejo palpebral. Se
abrid la caja toracica y se inyectd directamente en el ventriculo izquierdo del corazén 0,1 ml
de heparina sddica (Sigma-Aldrich) (5 u.I./ml), para evitar la formacién de coagulos. A
continuacién se introdujo una canula en el corazén y se perfundieron a través de la aorta
ascendente, con una bomba peristaltica que producia un flujo de 13-15 ml/min.
Inicialmente, se elimind la sangre del animal con solucién salina (Fluka) al 0,9% (p/v) en
agua destilada durante 1 min y posteriormente se pasd una solucién fijadora que dependid
del experimento a realizar, tal y como se indica en la Tabla I. Finalizada la perfusion, se
extrajo el cerebro, se separd la parte caudal de la rostral a nivel del hipocampo y la parte
rostral se dividid en hemisferios. En estos bloques de tejido se realizd una postfijacion segln
las necesidades del experimento (Tabla I). Tras la postfijacion, los bloques se lavaron en

tampon fosfato 0,1 M, pH 7,35 (TF) durante 2 h en agitacion y a temperatura ambiente.
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Tabla I: Procedimientos de fijacion por perfusion

Técnica Solucion fijadora Tiempo de Postfijacion
perfusion y
volumen de fijador

Histologia Somogyi sin glutaraldehido: 15 minutos (125 ml 2 h en la misma
convencional y paraformaldehido (Sigma-Aldrich) aproximadamente) solucion fijadora
técnica de TUNEL 4% (p/v) y acido picrico

(PanReac) 0,2% (v/v) en TF

Microscopia Somogyi con glutaraldehido: 15 minutos (125 ml Sin postfijacion
electronica paraformaldehido 4% (p/v), acido aproximadamente)
picrico 0,2% (v/v), glutaraldehido
(Sigma-Aldrich) 0,5% (v/v) en TF

Deteccion de NG2 | Paraformaldehido 4% (p/v) en TF 5 minutos (40 ml Sin postfijacion
aproximadamente)

Una vez eliminados los restos de fijador, los bloques de cerebro utilizados para
Histologia convencional, técnica de TUNEL y deteccion de NG2 se incubaron a 4 °C toda la
noche en una solucion crioprotectora de sacarosa (Sigma-Aldrich) al 30% (p/v) en TF en
agitacion. Se encastraron en una mezcla de agar (Fluka) al 1,5% (p/v) y sacarosa al 5%
(p/v) en TF y se sumergieron de nuevo en una solucién crioprotectora de sacarosa al 30%
(p/v) en TF en agitacion a 4 °C durante 24 h. Se congelaron en nitrdgeno liquido y se
conservaron a —80 °C hasta el momento de su seccionamiento por congelacion. Los cerebros
utilizados para microscopia electrénica de transmisién se encastraron en agar al 4% (p/v) en

TF para su seccionamiento y se conservaron siempre a 4 °C.

Seccionamiento

Los cerebros destinados a las técnicas de Histologia convencional se seccionaron por
congelacion con la ayuda de un criostato (Leica CM3050 S 6 Microm HM560, Thermo
Scientific). Se realizaron secciones de 30 um y se recogieron sobre placas de 24 pocillos que
contenian TF. Mediante lavados sucesivos en este mismo tampodn se eliminaron los restos
del medio de encastrado y fijador. Posteriormente, las secciones se embebieron en mezcla
congeladora [TF, glicerol (PanReac) 30% (v/v), polietilenglicol (PanReac) 30% (v/v)] y se

guardaron a -20 °C hasta el momento de su procesamiento.

Los cerebros utilizados para microscopia electronica de transmision se cortaron a 50

um con un vibratomo (VT 1000E, Leica), se recogieron en viales de vidrio con azida sodica
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(Sigma-Aldrich) al 0,05% (p/v) en TF y se mantuvieron a 4 °C hasta su posterior

procesamiento.

Inmunohistoquimica e inmunofluorescencia para
microscopia optica

Para el marcaje de las moléculas de interés empleamos tanto el método
inmunohistoquimico del complejo de la avidina-biotina-peroxidasa (ABC), como la
inmunofluorescencia (IF) simple, doble o triple. El protocolo utilizado para la deteccién de la

mayoria de moléculas fue el siguiente:

Las secciones se lavaron con TF durante 10 min tres veces (3 x 10 min).
Posteriormente, se incubaron con los anticuerpos primarios especificos (Tabla II) durante 72
h a 4 °C en agitacion. Estos anticuerpos primarios se diluyeron con 5% (v/v) de suero
normal (Sigma-Aldrich) del animal en el que esté hecho el anticuerpo secundario que se
vaya a utilizar y 0,2% (p/v) de Triton X-100 (Sigma-Aldrich) en TF. En el caso de la
deteccion de factores de transcripcion, se anadié también dimetilsulféxido (DMSO; Sigma-
Aldrich) al 1% (v/v) para abrir el ADN vy facilitar la penetracién de los anticuerpos. Tras otros
3 lavados de 10 min en TF, las secciones se incubaron con el anticuerpo secundario que
podia estar bien unido a biotina (Vector; dilucién 1:200) bien combinado con el fluorocromo
correspondiente (Cy2, Cy3; Cy5; Alexa 488; Jackson; dilucion 1:500) (Tabla II) en TF
durante 2 h y en agitacién. Una vez realizados los lavados pertinentes (3 x 10 min) con TF,
termind el procesamiento de las secciones reveladas con fluorescencia. Sin embargo, las
secciones que iban a ser reveladas mediante el método ABC se incubaron con el complejo
ABC (Vector) diluido 1:250 en TF durante 1 h. La actividad de la peroxidasa se localiz6
histoquimicamente sumergiendo las secciones en un medio de revelado que contenia
0,003% (v/v) de H,0, (PanReac) y 0,02% (p/v) del cromdgeno diaminobencidina (DAB;
Sigma-Aldrich), en TF. La reaccion se controld bajo el microscopio y se detuvo, mediante 2
lavados de 10 min con TF, cuando se alcanzo la tincion Optima de elementos positivos
respecto a la tincion inespecifica de fondo. Finalmente, las secciones se montaron ordenadas
rostro caudalmente sobre portaobjetos gelatinizados y posteriormente se deshidrataron en
una serie de etanoles (PanReac) de graduacion creciente, se aclararon con xileno y se

montaron con Entellan (Merck).
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Tabla II: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en inmunohistoquimica e IF.

Anticuerpo Origen Concentracion Anticuerpo
Primario secundario
a-BrdU Accurate 1:5000 o-rata

a-CB Swant 1:8000 o-conejo
o~-CCK Cure/Ria 1:200 o-raton
a-CR Cedido por el Dr. Schwaller 1:10.000 o-conejo
a-GABA Sigma-Aldrich 1:2000 a-conejo
o-GFAP Sigma-Aldrich 1:2000 a-ratén
o-Ibal Everest 1:1000 a-cabra
o-MAP2ab Sigma-Aldrich 1:150 a-conejo
a-NeuN Chemicon 1:8000 a-ratén
a-NG2 Chemicon 1:600 o-conejo
a-NOSn Cedido por el Dr. Emson 1:10.000 o-oveja

a-04 Cedido por el Dr. Vicario 1:6 a-ratén IgM
a-0Olig2 Chemicon 1:1000 o-conejo
a-Pax2 Covance 1:1000 o-conejo
o-Pax6 Covance 1:1000 o-conejo
a-PCNA Santa Cruz 1:3000 a-ratén
a~-PDGFRa. Santa Cruz 1:50 o-conejo
a-Sox10 Chemicon 1:1000 o-conejo
o-TH Jacques Boy 1:10.000 a-conejo
o-Tubulina g3 Covance 1:1000 a-conejo

(Tujl)
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En el caso de secciones reveladas con inmunofluorescencia, se utilizaron
indistintamente para el contrastado nuclear, yoduro de propidio (propidium iodide; 1P)
(Sigma-Aldrich; 1:2000 en TF, 30 min) o DAPI (Sigma-Aldrich; 1:10.000 en TF, 10 min).
Estas secciones se montaron ordenadas de manera rostro caudal sobre portaobjetos

gelatinizados utilizando Mowiol como medio de montaje.

Preparacién de Mowiol:

Echar 6 g de glicerol (PanReac) en un vaso de precipitados y afnadir lentamente 2,4 g de Mowiol 4-88
(Fluka), mientras se va mezclando.

ARadir 6 ml de H,0 destilada y dejar a TA toda la noche.

Anadir 12 ml de tampdn Tris-HCl (Sigma) 0,2 M pH 6,8 y calentar 10 min a 50 °C, mezclando de vez
en cuando.

Cuando se disuelva el Mowiol, centrifugar 15 min a 5000 rpm. Se guarda congelado a -20 °C y a la
alicuota en uso se le afiade un 10% (p/v) de N-Propilgalato (Sigma) y se centrifuga 4 min a 4000
rpm.

Controles de la técnica:

A) Omisién del anticuerpo primario en la primera incubacion, para detectar posibles

uniones inespecificas del anticuerpo secundario al tejido.

B) Eliminacién del anticuerpo secundario fluorescente para detectar posible

autofluorescencia del tejido.

C) Eliminacién de los anticuerpos primarios y secundarios, por si existen uniones

inespecificas del complejo ABC.

D) Suprimir las incubaciones con el anticuerpo primario, secundario y complejo ABC,
y realizar Unicamente la histoquimica de la peroxidasa para poner de manifiesto una posible

actividad peroxidasa endogena.

En algunos casos, para obtener la maxima calidad en el marcaje, las secciones
tuvieron que someterse a tratamientos especiales, tras los cuales se realizaba el protocolo

habitual de inmunohistoquimica o IF explicado anteriormente.

Inmunohistoquimica para la deteccién de BrdU

La deteccion de BrdU en las secciones se realizd con la ayuda de un tratamiento con
HCl 2 N durante 1 h a 37 °C en agitacion, previo a la incubacion con el anticuerpo primario.

Se lavaron las secciones (3 x 10 min) con tampon borato (Sigma-Aldrich) 0,1 M, pH 8,5. Por

76



MATERIAL Y METODOS

Ultimo, se realizaron lavados con TF (3 x 10 min) y se realizd el protocolo de

inmunohistoquimica detallado anteriormente.

Inmunohistoquimica para la deteccion de PCNA

Para la deteccion de PCNA (proliferative cell nuclear antigen, antigeno nuclear de
proliferacion celular) las secciones se sumergieron en la solucion fijadora de Bouin-4%
(paraformaldehido al 4% (p/v), acido picrico al 75% (v/v), acido acético (PanReac) al 5%
(v/v) en TF) durante 2 h. Posteriormente se realizaron lavados con TF (5 x 10 min) para

eliminar los restos de fijador y se procedid con el protocolo habitual de inmunohistoquimica.

Inmunohistoquimica para la deteccién del receptor oo de PDGF (PDGFRa)

Para detectar este receptor fue necesario someter al tejido a recuperacion
antigénica. Las secciones se sometieron a 2 choques térmicos de 4 min en un microondas
con potencia de 500 W. Durante los choques térmicos las secciones estaban sumergidas en
200 ml de tampdn citrato (Sigma-Aldrich) 0,1 M, pH 6,0, que se renovd entre ambos
choques térmicos. Tras ello, se lavaron con TF y se procedid con el protocolo de

inmunohistoquimica o IF habitual.

Inmunohistoquimica para microscopia electronica de
transmision

Esta metodologia se utilizd con dos finalidades. Una de ellas fue conocer la
sinaptologia de las subpoblaciones de células yuxtaglomerulares analizadas a lo largo de
este estudio (CB, CCK, CR, NOSn y TH positivas) y la otra fue identificar los tipos celulares

gue expresan la proteina Pax6 en la ZSV y la CMR.

Para neutralizar en lo posible el marcaje de fondo debido a los grupos aldehido de la
fijacion se sumergieron las secciones en una solucién de borohidruro sédico (Sigma-Aldrich)
al 1% (p/v) en TF durante 30 min. Las secciones se lavaron abundantemente con TF (6 x 5
min) y se incubaron en una solucidn crioprotectora (sacarosa al 25% (p/v), glicerol al 10%
(v/v) en TF 0.05 M) durante 30 min. Se realizd la permeabilizacion de las secciones
mediante ciclos de congelacion-descongelacion con vapores de nitrogeno liquido (3
veces/seccion) y se lavaron con TF (3 x 10 min). A continuacion, las secciones se incubaron
en solucion de bloqueo (BSA al 2% (p/v) (Sigma-Aldrich), suero normal de cabra al 5% (v/v)

y azida sddica al 0,05% (p/v) en TF) durante 45 min y a continuacién se incubaron durante

77



MATERIAL Y METODOS

72 h a 4 °C con el antisuero primario (anticuerpo primario, suero normal de cabra 1% (v/v)
en TF, Tabla II). A partir de este momento se sigui6 el protocolo habitual de

inmunohistoquimica por el método ABC detallada en la seccion anterior.

Para realizar el contrastado, las secciones se incubaron con una solucién de
tetroxido de osmio al 1% (Electron Microscopy Sciences; EMS) y glucosa (Sigma-Aldrich) al
7% (p/v) en TF durante 1 h en oscuridad y a temperatura ambiente. A continuacion, se
lavaron abundantemente con TF (6 x 5 min) y se procedié al contrastado con acetato de
uranilo (Merck). Para ello, se lavaron con tampdn maleato (Sigma-Aldrich) 0,2 M a 4 °C (2 x
15 min), se pasaron a una solucién de coloracion (acetato de uranilo 2,5% (v/v) en tampdn
maleato) a 4 °C en oscuridad durante 90 min y se lavaron con tampon maleato a 4 °C (3 x
10 min). Se deshidrataron en una serie de alcoholes crecientes (PanReac) a 4 °C y se
aclararon con 6xido de propileno (PanReac) (2 x 8 min). Se embebieron en resina epoxi
Durcupan (EMS/Fluka) y se dejaron a temperatura ambiente toda la noche. Transcurridas 12
h, las secciones se montaron con resina en portaobjetos sin gelatinizar y se polimerizaron a
60 °C hasta el dia siguiente, cuando se despeg6 el cubreobjetos y se diseccionaron las areas
de interés (glomerulos, ZSV o CMR). Las regiones diseccionadas se reincluyeron en bloques

de resina Durcupan vy se dejaron polimerizar a 60 °C toda la noche.

Preparacion de Resina Durcupan:
La resina epoxi Durcupan consta de 4 componentes. Mezclar 10 g de componente AMy 10 gde By

remover bien. Incorporar 0,3 g de componente D y 0,3 g de componente C. Remover bien.

Una vez obtenidos los bloques de tejido incluidos en resina, se tallaron y cortaron en
un ultramicrotomo (Ultracut E, Reichert-Jung). Se obtuvieron cortes ultrafinos de 60-70 nm
de grosor y se recogieron sobre rejillas de niquel de ojal (Electron Microscopy Sciences)
recubiertas por Formvar (Sigma-Aldrich). El recubrimiento de las rejillas con Formvar se

realizd mediante el siguiente protocolo:

Se prepar6 una solucion de Formvar al 1% (p/v) (Sigma-Aldrich) en cloroformo
(PanReac) y en ella se bafiaron portaobjetos limpios no gelatinizados. Se dejé secar y se
rallaron los extremos de los portaobjetos con una cuchilla. Posteriormente, los portaobjetos
se introdujeron cuidadosamente en una cubeta con H,O Milli-Q para que la pelicula de
Formvar se despegara y quedase estirada. Con unas pinzas, se fueron poniendo las rejillas
sobre la pelicula de Formvar. Por Ultimo, se cubrio la pelicula recubierta de rejillas con un

trozo de Parafilm, se sacd del agua y se guardd en una placa Petri a temperatura ambiente.
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Los cortes ultrafinos se contrastaron sumergiéndolos en citrato de plomo de

Reynolds durante 8-10 min a temperatura ambiente (TA) y en oscuridad.

Preparacion del citrato de plomo de Reynolds:

Nitrato de plomo (Merck) 1,33 g

Citrato sddico di-hidrato (Fluka) 1,76 g

H,0 Milli-Q 30 ml

Hidrdxido sodico 1 N (Fluka) 8 ml

Ajustar el volumen hasta 50 ml con H,O Milli-Q

Indicaciones: Afiadir el nitrato de plomo y el citrato sddico en los 30 ml de H,O Milli-Q. Agitar
fuertemente durante 1 min y luego cada 5 min durante 30 min en total. La solucién adquiere
aspecto lechoso. Afiadir los 8 ml de hidroxido sddico 1 N y agitar hasta obtener una solucién
transparente. Completar con H,O Milli-Q hasta 50 ml. Filtrar.

Para conocer la organizacién tridimensional de la zona subventricular y la
distribucion de los astrocitos en la misma, realizamos inmunofluorescencias para detectar
GFAP in toto de esta region. Para ello, se utilizd el protocolo descrito por Mirzadeh y
colaboradores (2008).

Los animales se sacrificaron mediante dislocacién cervical y se extrajeron sus
encéfalos. Se separaron los hemisferios cerebrales y se secciond el encéfalo conservando las
34 partes mas rostrales del mismo (Fotografia II, 1 a 3). Se realizd un corte transversal en la
zona caudal, para exponer la cavidad ventricular y el estriado (Fotografia II, 4 y 5).
Posteriormente, se secciond la regién rostral para aislar el ventriculo lateral y por ultimo se
elimind el estriado (Fotografia II, 6 a 8). Se obtuvo un fragmento que contenia la ZSV, el
cuerpo calloso y la corteza situada sobre ellos. Este fragmento se fijé por inmersion en
paraformaldehido al 4% (p/v), Triton X-100 al 0,1% (p/v) en TF durante la noche a 4 °C.
Los fragmentos se lavaron abundantemente con TF (6 x 10 min) y se procedid con el
marcaje inmunofluorescente para GFAP. Para ello, los fragmentos de tejido se incubaron con
el antisuero primario (a-GFAP 1:1000, Triton X-100 al 2% (p/v), suero normal de cabra al
10% (v/v) en TF, ver Tabla II) durante 48 h a 4 °C. Transcurrido este tiempo se lavaron los
fragmentos (3 x 10 min) y se continud con su diseccion, eliminando bajo lupa la corteza y
parte del cuerpo calloso situados sobre la ZSV. Una vez aislada la ZSV se incubd con el
anticuerpo secundario (cabra a-conejo conjugado con Cy2 1:500 en TF) durante 6 h a TA.
Por ultimo, se lavo la ZSV con TF y se montd con Mowiol sobre portaobjetos gelatinizados

con la cavidad ventricular orientada hacia la superficie.
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Fotografia II: Fotografias tomadas bajo lupa que muestran el proceso de diseccion de la ZSV.
Obtenido de Mirzadeh et al., 2008.

4. Deteccion de células apoptoticas: Técnica de
TUNEL

La técnica de TUNEL permite identificar cuerpos apoptoticos. Consiste en marcar los
extremos mellados de DNA con dUTP biotinado, mediante la accidn enzimatica de la

desoxinucleotidil transferasa terminal.

La deteccion de cuerpos apoptdticos in vivo se realizd sobre secciones de tejido que
se posfijaron con paraformaldehido al 4% (p/v) durante 20 min. Después de lavar las
secciones con TF (3 x 10 min), se trataron con etanol/acido acético (2:1) a -20 °C durante 5
min. Tras este tratamiento inicial, las secciones se lavaron de nuevo en TF (3 x 10 min) y se
permeabilizaron a TA durante 15 min con Triton X-100 0,2% (p/v) diluido en citrato sddico
al 0.1% (p/v) en agua destilada. Después de esta permeabilizacion, se realizd la técnica de
TUNEL tal y como se ha descrito previamente en la literatura (Gascon et al., 2005).
Brevemente, los tejidos se lavaron en TF (2 x 5 min) y se sumergieron durante 30 min en
tampdn TUNEL (Tris-HCI 30 mM, pH 7,2, cacodilato sddico (Roche) 0,14 M, CoCl, (Roche) 1
mM, Triton X-100 al 0,3% (p/v)). Transcurridos los 30 min, las secciones se incubaron
durante 2 h a 37 °C con la mezcla de reacciéon TUNEL que contenia 800 U/ml de transferasa
terminal (Roche) y biotina-16-2'-desoxiuridina-5"-trifosfato 1 UM (Roche) diluidos en tampdn
TUNEL. Para finalizar, las secciones se lavaron en TF (3 x 10 min), se incubaron en
oscuridad a temperatura ambiente con estreptavidina conjugada con Cy2 a una dilucién
1:500 (Jackson) y se contratifieron con IP 1:2000. Después de tres lavados con TF, las
secciones se montaron ordenadas rostro caudalmente en portaobjetos gelatinizados

utilizando Mowiol como medio de montaje.

Ademas de en secciones, esta técnica también se realizd en cultivos de células
madre de BOP adulto (siguiente apartado). El protocolo seguido fue exactamente el mismo,

exceptuando la postfijacién inicial con paraformaldehido, que no se llevé a cabo.
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5. Cultivos de células madre del BOP adulto

El potencial de diferenciacion y muchos otros aspectos de las células madre neurales
son dificiles de estudiar /7 vivoy es necesario aislar las células para realizar estos estudios /n
vitro. Las células madre neurales (CMN) se pueden cultivar de dos maneras: en agregados
flotantes, llamados neurosferas, o en cultivos de células adheridas. Lo que tienen en comun
ambos tipos de cultivos es que, en el caso del ratdn, las células se deben mantener en
presencia de reguladores extrinsecos, como los factores de crecimiento FGF2 y EGF; vy
deben estar en ausencia de suero, para que se mantengan en estado indiferenciado y
proliferativas (Reynolds y Weiss, 1992; procedimientos de cultivo revisados en Ahmed, 2009

y Deleyrolle y Reynolds, 2009).

Sacrificio y diseccion

Los animales se sacrificaron mediante esguince cervical y se extrajeron sus BOPs,
que se colocaron en una placa de 60 mm con solucion de Hanks fria. Bajo lupa, se procedio
a retirar las meninges de los BOPs y posteriormente, los BOPs se pasaron a una nueva placa
con solucion de Hanks con EDTA (0,2 mg/ml), en la que se trocearon finamente. Se
transfirio el tejido a un tubo de 15 ml y se centrifugd a 1000 rpm durante 5 minutos. Se
retird el sobrenadante y se anadid una solucion compuesta de Hanks-EDTA (0,2 mg/ml),
papaina (Worthington; 1 mg/ml) y cisteina (Sigma-Aldrich; 0,2 mg/ml) para disgregar el
tejido enzimaticamente. Se resuspendio el tejido en esta solucién y se pasé a una placa, que
se incubo6 a 37 °C durante 45 min. Transcurrido ese tiempo, el tejido disgregado se recogid
en un tubo de 15 ml y se inhibid la reaccion por dilucion, anadiendo 10 ml de medio de
cultivo (DMEMF,N,). Se centrifugd durante 5 min a 1000 rpm, se retird el sobrenadante y se
disgregd mecanicamente el tejido utilizando una pipeta de 1000 pl. Se anadieron 5 ml de
solucion de Hanks y se centrifugd nuevamente a 1000 rpm durante 5 min. Se repitieron las
centrifugaciones y la disgregacién mecanica hasta que el tejido perdié el aspecto mucoso
(habitualmente 2-3 veces). Después de la Ultima centrifugacion, el pellet se resuspendié en
2 ml de DMEMF;;N,/medio condicionado (DMEMF;N, en el que han crecido neurosferas de
BOP embrionario) en proporcion 1/1 y se sembré en un pocillo de una placa de 6 pocillos. Se
afnadio el suplemento B27 (Invitrogen) (10 pl/ml) al medio de cultivo. Ademas, diariamente
se anadieron FGF2 (Peprotech) y EGF (Peprotech) a una concentracién de 20 ng/ml, para
que las células estuvieran en un medio con factores de crecimiento mitdgenos. De esta
manera, obtuvimos los cultivos de células madre de BOP adulto (CMBOPa), conlos que se

realizaron diferentes experimentos.
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Preparacion de Hanks:

Solucion comercial de Hanks (Invitrogen), 400 ml

Hepes (Sigma): 15 mM

NaHCOs (Sigma): 10 mM

D(+)Glucosa (Sigma): 0,45 g

Estreptomicina/Penicilina (Invitrogen): 10.000 u/10.000 u; 2,5 ml

Ajustar el pH a 7,15-7,20

Enrasar con H,O Milli-Q hasta 500 ml y pasar por un filtro de 0,22 um de poro (Millipore o Nalgene)
Preparacion de Hanks-EDTA:

A 300 ml de la solucion de Hanks suplementada se le afiaden 0.06 g de EDTA (Sigma)
(concentracion final: 0,2 mg/ml). Ajustar el pH a 7,15-7,20 y filtrar.
Preparacion de DMEMF;,N, (volumen final 200 ml):

DMEMF, (Invitrogen): 3,116 g
Piruvato sddico (Sigma): 1 mM
NaHCO; (Sigma) 22 mM

L-Glutamina (Invitrogen): 2 mM
Apotransferrina (Sigma): 103,2 mg/ml
Putrescina (Sigma): 1 mM
Progesterona (Sigma): 20 nM
Selenito sédico (Sigma): 30 nM
Penicilina/Estreptomicina (Invitrogen): 10.000 u/10.000 u
Insulina (Sigma): 10 pg/ml

Ajustar hasta 200 ml con H,O Mili-Q
Ajustar pH a 7,15-7,20 y filtrar.

Mantenimiento de los cultivos

Cuando las neurosferas sobrepasan un determinado tamafio, el oxigeno y los
nutrientes no llegan bien a las células centrales y la neurosfera adquiere un tono marron.
Esta fase se conoce como confluencia. Las neurosferas de CMBOPa alcanzan la confluencia
tras aproximadamente 7 dias /n vitro (7 DIV). En este momento, hay que disgregar las
células y volverlas a sembrar, lo que permite, ademas, expandir la poblacion. Para ello, se
recogieron las neurosferas de la placa de cultivo y se pasaron a un tubo de 15 ml. Se afiadié
el mismo volumen de Hanks-EDTA que volumen de células se hubo recogido y el tubo se
introdujo durante 25 min en el incubador a 37 °C. Se centrifugdé a 1000 rpm durante 5 min y
se retird el sobrenadante. El pellet se resuspendié anadiendo solucién de Hanks. Se
centrifugd de nuevo y se retird el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 200 pl de
medio de cultivo DMEMF;N, y se disgregaron mecanicamente. Se completd el volumen a 1
ml con el mismo medio y se evalud la supervivencia, contando las células vivas y muertas
con una camara Neubauer utilizando azul tripan (Sigma-Aldrich), que tifie de azul las células
muertas. Se calcul6 el nimero de células necesario en funcion de las condiciones de siembra
y de la placa de cultivo y se ajustd el volumen con medio de cultivo que varié en funcion del

experimento a realizar. Cuando el objetivo de la siembra era la expansion de la poblacién o
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el andlisis de la proliferacion, la densidad de siembra fue de 5000 células/cm? y el medio
utilizado fue DMEMF;,N, con mitdgenos (FGF2 y EGF a una concentracion de 20 ng/ml), que
se renovaron diariamente. Si se queria analizar la diferenciacion a neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos (diferenciacién a tipos neurales generales) se sembrd a una densidad de
100.000 células/cm? y se utilizd DMEMF;N, sin mitdgenos. Por Ultimo, si el objetivo era
analizar la diferenciaciéon a subtipos neuroquimicos neuronales, se utilizaron condiciones de
siembra que favorecen la diferenciacién neuronal, con una densidad de siembra de 100.000
células/cm? y siendo el medio de cultivo DMEMF;,N, suplementado con B27 (10 pl/ml), 2%
de suero fetal bovino (v/v) (FBS, Fetal bovine serum; suero fetal bovino) y una Unica dosis
de FGF2 (20 ng/ml).

Analisis de proliferacion

Los andlisis de la capacidad proliferativa in vitro se realizaron de dos maneras
diferentes, para tener en cuenta la influencia que la adhesién al sustrato pudiera estar

ejerciendo.

Para el andlisis de proliferacion con células adheridas a sustrato, se trataron
cubreobjetos con poliornitina (Sigma-Aldrich; 1 pg/ml) durante 24-48 h a temperatura
ambiente y en oscuridad. Transcurrido ese tiempo, se lavaron con TFS estéril 3 veces y se
anadié fibronectina (Invitrogen; 1 ug/ml). Los cubreobjetos se incubaron en la solucién de
fibronectina a 37 °C durante 4-6 h. Se retird la solucion de fibronectina y se sembraron las
células en las condiciones de proliferacién. Una hora antes de fijar las células, se afhadio
BrdU (Sigma-Aldrich) en el medio de cultivo a una concentracion final de 5 uM. Transcurrida
la incubacién con BrdU, los cultivos se fijaron con paraformaldehido al 4% (p/v) en TF
durante 25 min a dos tiempos diferentes, tras 2 DIV y tras 4 DIV. Estos cubreobjetos se
utilizaron tanto para el andlisis de la proliferacién (inmunofluorescencia frente a BrdU) como
para el analisis de la muerte celular por apoptosis en condiciones proliferativas (técnica de
TUNEL). En todos los analisis se utilizd DAPI o IP como contrastado nuclear que nos permitio
conocer el nimero total de células. Por Ultimo, se analizaron en un microscopio de

epifluorescencia.

Para el andlisis de la proliferacion en las neurosferas en flotacion, los cultivos se
mantuvieron en placas de cultivo hasta que las neurosferas estuvieron confluentes
(aproximadamente 7 DIV). Ademas, se fueron tomando fotografias de los cultivos en
flotacion todos los dias, para evaluar el crecimiento de las neurosferas mediante medidas del
diametro de las mismas. Cuando alcanzaron la confluencia, se anadid BrdU al medio de
cultivo a una concentracion de 5 UM durante una hora y transcurrido ese tiempo se sembré

la suspension de neurosferas en cubreobjetos previamente recubiertos con Matrigel disuelto
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en medio de cultivo (1:100; Matrigel Matrix Basement Membrane, BD Biosciences). Las
neurosferas se dejaron reposar durante 10 min para permitir que se introdujeran en el
Matrigel y posteriormente se fijaron con paraformaldehido 4% (p/v) durante 25 min. Sobre
esos cubreobjetos, al igual que en el caso anterior, se realizaron inmunofluorescencias para
la deteccion de BrdU y se utilizd IP como contraste nuclear. Las esferas se analizaron con un

microscopio confocal.

En ambos tipos de experimentos se obtuvieron datos del niUmero de células positivas
por esfera o por 10 campos escogidos al azar, del nimero de células totales, del porcentaje
de células proliferativas y del porcentaje de cuerpos apoptoéticos respecto al total. Los datos
se expresaron tanto en numero de células marcadas, nimero total de células y en el

porcentaje de células marcadas respecto al total.

Analisis clonal

Para evaluar la capacidad de autorrenovacion de las células madre se realizaron
experimentos de analisis clonal. Para ello, se sembraron placas de 96 pocillos (200 pl/pocillo)
con una dilucién de 1 célula/100 pl de medio de cultivo (mezcla a partes iguales de
DMEMF;N, nuevo y DMEMF;N; en el que previamente habian crecido neurosferas de bulbo
olfatorio embrionario). El dia siguiente a la siembra, se comprobaron los pocillos y se
marcaron aquellos que tenian una Unica célula, en los que se indujo la proliferacion
mediante la adicion diaria de factores de crecimiento (FGF2 y EGF a concentracion de 20
ng/ml). Los cultivos se fijaron 8 dias después de su siembra y se procedié a cuantificar la
cantidad de células individuales que habian generado una neurosfera con mas de 8 células,
el diametro de esas esferas y la cantidad de células que permanecian Unicas (aisladas pero
vivas), las que habian formado dupletes y las que habian dado lugar a grupos de entre 4 y 8

células.

Analisis de diferenciacion a astrocitos, neuronas y
oligodendrocitos

Las células se sembraron a una densidad de 100.000 células/cm? sobre cubreobjetos
tratados con poliornitina y fibronectina. Como medio de cultivo se utiliz6 DMEMF;N, sin
factores de crecimiento. Las células se fijaron a 1, 2 y 4 DIV con paraformaldehido 4% (p/v)
y se comprobd mediante inmunohistoquimica la expresion de 04 (marcador de
oligodendrocitos), GFAP (marcador de astrocitos) y p3-tubulina (Tujl, marcador neuronal de
expresion temprana) (ver Tabla II para las especificaciones de los anticuerpos primarios y

secundarios). Ademas, también se analiz6 la muerte celular mediante TUNEL. En todos los
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analisis se utilizd DAPI o IP como contraste nuclear para poder conocer el nimero total de
células. Los datos se expresaron tanto en nimero total de células positivas como en

porcentaje de células marcadas respecto al total.

Analisis de diferenciacion a subtipos de interneuronas
del BOP

Las neurosferas disgregadas se sembraron a una densidad de 100,000 células/cm?
sobre cubreobjetos tratados con poliornitina y fibronectina y como medio de cultivo se utilizd
DMEMF;,N; con B27 (10 pl/ml), 2% de FBS y una Unica dosis de FGF2 (20 ng/ml). Tras 7
D1V, los cultivos se fijaron y se analizd mediante doble inmunofluorescencia la coexpresion
de MAP2ab (marcador neuronal) con marcadores de subtipos de interneuronas especificas
del BOP (CB, CR, CCK, NOSn y TH) (ver Tabla II para las especificaciones de los anticuerpos
primarios y secundarios). Ademas, también se realizd la técnica de TUNEL para analizar la
muerte celular por apoptosis. En todos los casos se realizaron recuentos celulares y los datos
se expresaron como numero total de células positivas y como porcentaje de células

marcadas respecto al total.

Inmunofluorescencia para cultivos celulares

La uUnica diferencia con la técnica inmunohistoquimica realizada sobre secciones, son
tiempos de incubacion y lavado mas cortos. Brevemente, los cubreobjetos con las células
fijadas se lavaron 3 veces con TF durante 5 min. La incubacion con el anticuerpo primario
(a-BrdU, a-CB, a-CCK, a-CR, a-GFAP, a-MAP2ab, a-NOSn, a-04, a-TH y a-Tuj-1; Tabla II)
(anticuerpo/s primario/s, suero normal 5% (v/v), Triton X-100 0,2% (p/v) en TF) se realizd
toda la noche a 4 °C. En el caso de que el anticuerpo primario reconociera el antigeno 04,
se elimind el Triton X-100 de la solucién. Transcurrido ese tiempo, los cubreobjetos se
lavaron con TF (3 x 5 min) y la incubaciéon con el anticuerpo secundario fue de 90 min
(Tabla II).

Para detectar BrdU se realizd el pretratamiento con HCI 2 N a 37 °C en agitacion
durante un tiempo mas reducido (10 min) que en las secciones. Los cubreobjetos se lavaron
con tampdn borato 0,1 M, pH 8,5 (3 x 10 min) y otras 3 veces con TF (3 x 10 min). Los

tiempos de incubacién para IP y DAPI se redujeron a 10 min y 5 min, respectivamente.
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6. Analisis de modificaciones postraduccionales de
la proteina Pax6 en respuesta a PDGF

Debido a que la proteina Pax6 participa en multiples procesos durante el desarrollo
embrionario y la neurogénesis adulta y a que se expresa en tipos celulares muy variados con
funciones muy distintas (desde células madre hasta neuronas maduras) y a que PDGF tiene
un papel esencial en la regulacion de estos aspectos, y en particular en la biologia de los
progenitores de oligodendrocitos, decidimos analizar si la proteina Pax6 estaba regulada

postraduccionalmente por este factor de crecimiento.

La extraccion de proteinas, su cuantificacion y la técnica de western blot (WB),
utilizadas en estos experimentos, se explican de forma detallada en las secciones 7 y 8 de

este material y métodos.

Lineas celulares

Para realizar este estudio, utilizamos varias lineas celulares de progenitores gliales,
facilmente manipulables y de las cuales se conoce bien tanto su respuesta a PDGF como las
dosis y tiempos de reaccion para cada una de las moléculas implicadas en la sefalizacion
celular por PDGF vy sus inhibidores. Las lineas celulares utilizadas en esta Tesis Doctoral
fueron cedidas por el laboratorio del Dr. Eric C. Holland, del Memorial Sloan-Kettering Cancer
Center de Nueva York (EEUU), donde se obtuvieron a partir de progenitores gliales
postnatales (P0-P1) de ratones transgénicos Nestina-TvA (NTvA). Estos animales expresan el
receptor TvA, especifico para un virus aviar, bajo el control del promotor de nestina, por lo
que las células que expresan nestina (precursores de todo tipo) se pueden infectar de forma
especifica con vectores virales de tipo RCAS para modificar su expresion génica. Los
progenitores gliales fueron infectados por diversos vectores RCAS, para obtener las

siguientes lineas celulares:

RCASLacZ (NTvA/Z): Utilizada como linea celular control.

RCAS-Akt (NTvA/Akt): Expresan constitutivamente Akt activada, kinasa de la ruta de

senalizacion de los factores de crecimiento, implicada en el control de la proliferacion vy la

supervivencia.

RCAS-K-Ras (NTvA/Ras): Expresan constitutivamente Ras activada, una de las

kinasas de la ruta de sefializacion por factores de crecimiento, que inicia la ruta de las MAPK.

RCAS-PDGF (NTvA/PDGF): Expresan de forma constitutiva PDGF, por lo que las

células siempre estan en contacto con el factor de crecimiento que actia sobre ellas de

manera autocrina.
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RCAS-K-Ras/Akt (NTvA/Ras-Akt): Expresan constitutivamente formas activas de Ras

y Akt.

El mantenimiento de las lineas celulares se llevd a cabo mediante el siguiente
protocolo. Como medio de cultivo se utilizd DMEM alto en glucosa (Lonza/Invitrogen) con
10% de FBS (v/v) (Lonza) y 2 mM de L-Glutamina (Lonza/Invitrogen) y los antibidticos
penicilina y estreptomicina (Lonza/Invitrogen; 500 u/ml de cada antibidtico), que
llamaremos DMEM suplementado + FBS. Las células se sembraron a una densidad de
100.000 células/cm? y, cuando estaban confluentes, se lavo la placa con tampdn fosfato
salino (TFS) sin Ca** ni Mg?* y se disgregaron enzimaticamente con la ayuda de tripsina (0,5
mg/ml)-EDTA (0,2 mg/ml) (Lonza/Invitrogen). Tras 2 min de incubacién se inhibio la tripsina
por dilucion con medio de cultivo. Las células se resuspendieron y disgregaron
mecanicamente y se pasaron a un tubo de 15 ml para centrifugarlas a 1000 rpm durante 5
min. Se retird el sobrenadante y se resuspendieron en 1 ml de medio. Se contaron en una
camara Neubauer utilizando azul tripan (Sigma-Aldrich) para evaluar la muerte celular y se

sembraron a la densidad indicada anteriormente.

Analisis del efecto de PDGF en la proliferacion de los
progenitores gliales

Para analizar si PDGF regulaba la proliferacion en la linea celular control de
progenitores gliales NTvA-Z, al igual que sucede en los progenitores gliales /in vivo, y si los
progenitores NTvA-PDGF eran mas o menos proliferativos que los control, sembramos
células NTvA-Z y NTvA-PDGF sobre cubreobjetos redondos estériles a una densidad de 5000
células/cm? y las cultivamos en DMEM suplementado sin FBS. Después de mantenerlas en
cultivo durante 24 h se afiadié BrdU en el medio de cultivo a una concentracion final 5 pM.
Ademas, a una parte de los cubreobjetos de progenitores NTVA-Z se les afadidé también el
factor de crecimiento PDGF (10 ng/ ml). Una hora mas tarde se fijaron todas las células con
paraformaldehido al 4% (p/v) en TF (20 min). Se realizd la inmunohistoquimica para BrdU
tal y como se ha descrito anteriormente y se contaron las células positivas de la misma

forma que lo hicimos para el analisis de la proliferacion de las CMBOPa.
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Efecto de PDGF en la proteina Pax6

Antes de comenzar el analisis del efecto de la sefializacion por PDGF en la proteina
Pax6, comprobamos de forma tedrica la posibilidad de que distintas kinasas que participan
en las rutas de sefializacion de PDGF pudieran fosforilarla, al presentar sitios consenso para
kinasas en su secuencia de aminoacidos o bien que la proteina Pax6 presentase sitios de

unién para moléculas implicadas en la sefalizacion (sitios SH2 y SH3).

Para ello, utilizamos la secuencia de la proteina Pax6 de ratdn publicada en la base
de datos Pubmed con la referencia gi|15277449|gb|AAH11272.1 en formato FASTA. Se
utilizo el programa en linea de prediccion de sitios de fosforilacién ScanSite (Obenauer et al.,

2003) (http://scansite.mit.edu/motifscan seq.phtml), ya que permite conocer los motivos de

una proteina que pueden bien ser fosforilados por las principales Ser/Thr o Tyr kinasas
implicadas en la sefalizacién de los factores de crecimiento, o bien mediar en interacciones

especificas con otras proteinas o con ligandos fosfolipidicos.

Para analizar el efecto de PDGF y su sefalizacién celular subyacente sobre la
proteina Pax6 en progenitores gliales control utilizamos células de la linea NTvA/Z cultivadas
en placas de 10 cm de didmetro con DMEM suplementado + FBS. Cuando las células
alcanzaron una confluencia del 70-80% se retiréd el medio de cultivo, se lavd la placa con
TFS estéril sin Ca®* ni Mg®* y se cultivaron en DMEM suplementado sin FBS. Es decir, las
células se mantuvieron en deprivacion de suero durante al menos 12 h antes de comenzar
los experimentos. Transcurrido ese tiempo, se procedié a tratar las células con PDGF a una
concentracion final de 10 ng/ml durante distintos tiempos (10 min, 20 min, 1 h, 3 hy 24 h),
transcurridos los cuales se tomaron muestras celulares. Ademds también se tomaron
muestras de células deprivadas de suero sin tratar con PDGF y de células sin deprivacion de
suero que se utilizaron como valores de referencia. En estas muestras se valord la cantidad
de proteina Pax6 mediante Western Blot (WB).

Para conocer si Akt y Erk, como proteinas kinasas efectoras de la sefializacion por
factores de crecimiento, estaban mediando en los efectos de PDGF sobre la proteina Pax6 se

utilizaron diferentes estrategias:
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Por una parte, y para impedir su activacién, se utilizaron inhibidores de las kinasas
de interés. Para inhibir la accién de Akt se utilizd LY294002 (Cell Signalling), un inhibidor
especifico de la fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K), que es la que activa a Akt. Las células
estuvieron expuestas al LY294002 (100 uM diluido en DMSO) desde 3 horas antes de la
adicion de PDGF hasta el momento de la toma de muestras. Para inhibir la activacion de Erk
se utilizé U0126 (Cell Signalling), un inhibidor especifico de las kinasas MEK1 y 2 que activan
a Erk. U0126 se utilizd a una dosis de 10 uM diluido en DMSO desde la noche previa al
tratamiento con PDGF (aproximadamente 12 h). Tras los tratamientos con los distintos
inhibidores se realiz6 el analisis temporal con PDGF (ver apartado anterior), se extrajeron las
proteinas y se analizd la cantidad de Pax6 mediante WB. Ya que el DMSO es citotoxico y los
inhibidores se disolvieron en DMSO, siempre se incluyd como control un analisis similar

Unicamente con DMSO v sin inhibidor.

Por otra parte, se utilizaron las lineas celulares NTvA-Ras, NTvA-Akt, NTvA-Ras/Akt y
NTVA-PDGF en las que se comprobd el nivel de proteina Pax6 mediante WB para analizar si
habia modificaciones en su expresidn al tener distintos puntos de la ruta constitutivamente

activos durante largos periodos de tiempo.

7. Extraccion de proteinas

Utilizamos la técnica de Western Blot (WB) para conocer la posible regulacion de
Pax6 ejercida por PDGF en progenitores gliales en cultivo y para evaluar la expresion de
distintas proteinas relacionadas con la regulacion de la supervivencia de las células y el ciclo
celular en muestras obtenidas de neurosferas de BOP y CMBOPa en diferenciacion, con el
objeto de analizar los mecanismos moleculares responsables de los resultados obtenidos.
Los procedimientos de extraccion de proteinas totales variaron en funcion del tipo de

muestra de origen y se detallan a lo largo de esta seccion.

Extraccion de proteinas de neurosferas de BOP y de
células en diferenciacion

Para evaluar la expresion de distintas proteinas en los cultivos de CMBOPa se
utilizaron dos métodos de extraccion, dependiendo de si las células estaban sembradas en

flotacion (condiciones proliferativas) o adheridas a la placa de cultivo (diferenciacion):

Las células se sembraron en placas de 100 mm de didmetro en condiciones
proliferativas (seccion 6 del Material y Métodos). Cuando las neurosferas estuvieron

confluentes (7 DIV), se recogieron en un tubo de 15 ml y se centrifugaron durante 5 min a
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1000 rpm. Se retiré el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 30-50 pl de tampdn de
lisis con inhibidores de fosfatasas (Tabla V) para estudiar proteinas fosforiladas. Se
disgregaron las células mecanicamente y se incub6 durante 20 min a 4 °C. Transcurrido este
tiempo, se centrifugd a 4 °C durante 20 minutos a 14.000 rpm. Se recogid el sobrenadante y
los extractos proteicos se conservaron a -80 °C hasta su posterior cuantificacion y analisis

mediante WB (seccion 8 del Material y Métodos).

Tabla V: Composicion del tampon de lisis para extraccion de proteinas de CMBOPa
Producto Concentracion final
Tris-HCI 1 M, pH 7.4 (Sigma-Aldrich) 50 mM
Cloruro de Sodio 5 M (Sigma-Aldrich) 300 mM
Triton X-100 (Sigma-Aldrich) 1% (p/v)
Ortovanadato de Sodio 100 mM (Sigma-Aldrich) 1 mM
Fluoruro de Sodio 1 M (Sigma-Aldrich) 25 mM
Pirofosfato de Sodio 230 mM (Sigma-Aldrich) 4 mM
EDTA 500 mM (Sigma-Aldrich) 1mM
Roche complete mini EDTA-free protease inhibitor (Roche) 4> tableta
H,0 Milli-Q hasta 5 ml

Las células se sembraron en placas de 100 mm de diametro recubiertas de
fibronectina y poliornitina, en condiciones de diferenciacion a astrocitos, oligodendrocitos y
neuronas (ver seccion 6). Transcurridos 2 dias, se retird el medio de cultivo de la placa, se
realizd un lavado con solucidn de Hanks para eliminar las células en suspension y se
levantaron las células en diferenciacion con un rascador. Las muestras se recogieron en un
tubo de 15 ml y se centrifugaron durante 5 min a 1000 rpm. Se retird el sobrenadante y se
resuspendid el pellet en 30-50 pl de tampon de lisis con inhibidores de fosfatasas. A partir

de este momento se procedio igual que en el caso de las células en proliferacion.
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Extraccion de proteinas para el analisis de la regulacion
de Pax6 por la senalizacion de PDGF

Para extraer las proteinas de las diferentes muestras se retird el medio de las
células, se lavaron con TFS estéril sin Ca®>* ni Mg** y se afiadieron, por placa de 100 mm de
didametro, 100 pl de tampon de extraccion RIPA (Santa Cruz) complementado con
ortovanadato sodico (Santa Cruz; 10 pl/ml), PMSF (Santa Cruz; 10 pl/ml) e inhibidor de
proteasas (Santa Cruz; 10 pl/ml). Las células se despegaron de la placa utilizando un
rascador estéril, se disgregaron mecanicamente y se pasaron a un tubo estéril. A
continuacion, se sometieron a 3 ciclos de 10 min de reposo en hielo y 1 min de agitacion
fuerte. Por Ultimo, se centrifugaron a 4 °C durante 15 min a 14.000 rpm y se retird el
sobrenadante. Los extractos proteicos se conservaron a -80 °C hasta su posterior

cuantificacion y analisis mediante WB.

8. Cuantificacion de proteinas y Western Blot

Cuantificacion de proteinas

La valoracion de la cantidad de proteinas totales obtenidas en las diferentes
muestras, segun indicamos en la seccidén anterior, se llevd a cabo mediante el método
Bradford. Las muestras de proteinas se diluyeron a una concentracion de 1:1000 en H,0
Milli-Q. De estas diluciones, se tomaron 800 pl a los que se les afiadié 200 pl del reactivo de
Bradford (BioRad). Se mezclaron y dejaron reposar durante 10 min a TA. A continuacién se
mididé su absorbancia a 595 nm. Ademas, se elabord también una recta patron utilizando
diluciones de BSA de concentracién conocida que sirvieron de referencia para calcular la

concentracion de proteinas de cada muestra.

Western Blot

Una vez conocida la cantidad de proteinas de cada muestra, el siguiente paso
consistié en separarlas segun su peso molecular mediante electroforesis. Los geles utilizados
para la separacion fueron de poliacrilamida al 10% (p/v) (Tabla VI), de un grosor de 1 mm a

1,5 mm.

El gel de separacion se depositd entre los cristales de electroforesis hasta dos tercios
de su altura. El resto del espacio se recubri6 con H,O Milli-Q y se esper6 hasta la

polimerizacién del gel. Posteriormente, se elimind el H,O y se anadi6 el gel de
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concentracion, insertando rapidamente el peine para la formacion de los pocillos. Una vez

polimerizado el gel de concentracidn, se retird el peine para comenzar la electroforesis.

Tabla VI: Composicion de los geles de poliacrilamida

Componente Separacion Concentracion

Acrilamida/Bisacrilamida 40% 37.5:1 (Applichem) 1,25 ml 6 ml

Tris Base 0.5 M, pH 6.8 2,5 ml -

Tris Base 1.5 M, pH 8.8 - 7,5 ml
SDS 10% (v/v) (Sigma-Aldrich) 300 pl 100 pl
APS (Bio-Rad) 300 pl 100 pl
TEMED (Bio-Rad) 12 pl 10

H,0 Milli-Q 6,05 ml 15,9 ml

Para cargar las proteinas en el gel de poliacrilamida, se diluyeron los ug
correspondientes de cada una de las muestras de proteinas en 5 pl de tampdn de carga. A
continuacion, con el fin de desnaturalizar las proteinas, se hirvieron las muestras durante 5
min a 100 °C y posteriormente se mantuvieron en hielo hasta que se cargaron en el gel de
poliacrilamida. El primero de los pocillos se utilizb para el marcador de peso molecular (Bio-
Rad). Una vez cargadas las muestras en sus pocillos, se procedié a la separacion de las
proteinas mediante la aplicacion de una diferencia de potencial de 160 V durante
aproximadamente 90 min. Durante la electroforesis, el gel estuvo sumergido en un tampon

de separacion que contenia Tris-glicina 10% (p/v) pH 8,3 y 10% SDS (p/v) en H,0 Milli-Q.

Composicién del tampdn de carga:
7 ml de Tris Base 0,5 M, pH 6,8; 1 g de SDS; 3 ml de Glicerol (PanReac); 0,6 ml de B-
Mercaptoetanol (Bio-Rad) y 1,2 mg de Azul de bromofenol (Bio-Rad).

Concluida la separacion, procedimos a la transferencia de las proteinas desde el gel
de poliacrilamida a una membrana de PVDF (PolyVinildene DiFluoride; Immobilion-P,
Millipore). Para ello, se realizd un “sandwich” entre ambos lados de una carpeta de plastico

con rejilla, que constaba de una esponja, papel de filtro Whatman, el gel de poliacrilamida,
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la membrana de PVDF, otro papel de filtro Whatman y otra esponja. Todos los componentes
del “sandwich” estaban embebidos en el tampon de transferencia. Una vez montada, se
introdujo la carpetilla en una cubeta con tampodn de transferencia (Glicina 0,1 M, Tris Base
0,025 M, metanol al 20% (v/v) en H,0 Milli-Q) y se aplicd un voltaje de 90 V durante 2 h 'y
media a 4 °C, de tal forma que las proteinas previamente separadas en el gel se

transfirieron a la membrana.

La correcta transferencia de las proteinas a la membrana se comprobd tifiendo la
membrana con rojo Ponceau al 0,1% (p/v) diluido en acido acético al 5% (v/v). Esta
coloracion marca las proteinas transferidas a la membrana, mientras que las proteinas que

no lo hayan hecho se detectan introduciendo el gel en azul de Comassie (Bio-Rad) al 0,13%

(p/V).

Para detectar las proteinas de interés en la membrana, realizamos un inmuno blot
segun el siguiente protocolo. La membrana se preincubd con un medio de blogueo formado
por leche desnatada en polvo (Nestlé) al 5% (p/v) en tampodn fosfato salino pH 7,3-7,4 y
Tween-20 (Sigma-Aldrich) al 1% (v/v) a temperatura ambiente durante 1 h. A continuacion,
se incubd el anticuerpo primario contra la proteina de interés (Tabla VII) diluido en el mismo
medio de bloqueo durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente se lavd la membrana con
tampon fosfato salino pH 7,3-7,4 y Tween-20 (Sigma-Aldrich) al 1% (v/v) (3 x 10 min) y se
incubd con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con peroxidasa de rabano
(HRP; Tabla VII), a temperatura ambiente durante 1 h. Después de lavar de nuevo la
membrana (3 x 10 min), revelamos el marcaje, utilizando un kit de quimioluminiscencia para
detectar el anticuerpo secundario (Western-blotting luminol reagent, Santa Cruz). Este kit
posee H,0, que se reduce en presencia de la peroxidasa. El luminol presente en la reaccion
se oxida, dando lugar a un compuesto que emite luz. En los casos en los que la senal
emitida por este compuesto no fue suficiente debido a la baja concentracién de la proteina
de interés, se utilizd el kit de deteccion quimioluminiscente SuperSignal® West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (Pierce-Thermo Scientific), que permite la deteccion de pocos
femtogramos de antigeno. Finalmente, la membrana se expuso a una pelicula fotografica
gue detecta la sefal quimioluminiscente y las peliculas se revelaron segin un protocolo
mecanizado (Kodak X-OMAT 2000).
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Tabla VII: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en WB
Anticuerpo Origen Concentracion Anticuerpo Origen Concentr
primario Secundario acion
a-Akt total Santa Cruz 1:1000 a-cabra-HRP Jackson 1:10.000
a~Fosfo-Akt Cell 1:1000 a-conejo-HRP | Amersham 1:5000
(Ser4a73) Signalling
o-Fosfo-p44/p42 Cell 1:2000 a-raton-HRP Jackson 1:10.000
MAPK (Thr202/ Signalling
Tyr204)
o~-GAPDH Ambion 1 pg/mi a-raton-HRP Jackson 1:10.000
a-p21°irt Santa Cruz 1:1000 a-cabra-HRP Jackson 1:10.000
a-p27Kirt Santa Cruz 1:1000 a-conejo-HRP | Amersham 1:5000
o~p53 total Santa Cruz 1:1000 a-conejo-HRP | Amersham 1:5000
ao-Pax6 Covance 1:500 a-conejo-HRP | Amersham 1:5000
o-PTEN Santa Cruz 1:1000 a-cabra-HRP Jackson 1:10.000

Una vez obtenida la impresion en pelicula fotografica del inmuno blot, para reutilizar
la membrana e incubarla con otro anticuerpo primario, realizamos un protocolo de “borrado”
de la membrana, mediante pH y temperatura. Se introdujo la membrana en el tampdn de
“borrado” durante 30 min a 55 °C y en agitacion. Se lavd con tampodn fosfato salino pH 7,3-
7,4 y Tween-20 (Sigma-Aldrich) al 1% (v/v) (3 x 10 min) y se realizd el siguiente inmuno

blot.

Tampdn de “borrado” de membranas:

Tris-HCI 1 M, pH 6,8; 6,42 ml

B-mercaptoetanol, 700 pl

20% SDS (p/v), 20 ml

Ajustar pH a 6,8

Afadir H,0 Milli-Q hasta un volumen final de 100 ml
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9. Cuantificacion

Eleccion de los niveles para la cuantificacion in vivo

Debido a las deformidades anatdmicas que presentan los BOPs de los heterocigotos
+/SeyP?, la eleccion de niveles representativos equivalentes en los animales +/+ y +/Sey”®
dentro de cada region de interés se llevo a cabo segun el protocolo descrito por Weruaga y
colaboradores (1999). Brevemente, se eligieron tres niveles rostro caudales en el BOP
(caudal, C; medial, M; y rostral, R), tres niveles rostro caudales en la CMR (caudal, C;
medial, M; y rostral, R) y 5 niveles rostro caudales en la ZSV (V-I), siguiendo los criterios

expuestos a continuacion para delimitar cada una de las regiones:

Region ZSV: Se tomd como regidon ZSV-I la secciébn mas rostral de la serie con

ventriculo lateral. La regién ZSV-V era la primera seccién que presentaba fimbria.

Region CMR: Comprendida entre la seccidn mas caudal sin ventriculo lateral y la

seccion mas rostral sin BOP.

Regidon BOP: A partir de la primera seccion caudal con capa de los granos y capa

glomerular.

Ademas, se analizd la corteza correspondiente a cada uno de los niveles (Fotografia

II0).
ZSV-V ZSV-Iv ZSV-111 ZSV-11 ZSV-1 CMR-C CMR-M CMR-R BO-C BO-M BO-R
< ‘;Y‘ v 4 '@
+/SeyPey
&
“i | / 4 : { ‘z )
) g A\ @
N~ N 9 w5 B = Yy @ qQ
+/+
Zsv # BOP
Caudal Rostral

Fotografia III: Niveles representativos de estudio elegidos en animales +/+ y +/SeyP®

Medida del volumen

Las areas de las distintas regiones de estudio (BOP, CMR, SVZ y corteza) se
midieron, utilizando el programa informatico Neurolucida (MicroBrightField), en secciones
seriadas de 30 um de grosor, con una distancia entre una seccién y la siguiente de 180 pm.

Los volumenes de las regiones se estimaron a partir de estas areas, empleando el software
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TableCurve 2D v5.01 (AISN Software) que calcula el area encerrada debajo de una curva,

construida con los valores de las areas de la seccion y la distancia entre cada una de ellas.

Analisis cuantitativos de células BrdU"

La cuantificacion del nimero de células BrdU-positivas (BrdU*) en el encéfalo rostral
in vivo se realizd usando los programas informaticos Neurolucida y Neuroexplorer
(MicroBrightField). Para ello se utilizd la densidad de células BrdU* en cada uno de los
niveles de estudio, las estimaciones del volumen de las regiones de interés y el diametro
medio de los ntcleos BrdU*. El nimero total de células BrdU* en cada region se estimd
utilizando un método basado en el método Abercrombie descrito anteriormente en estudios
similares (Petreanu y Alvarez-Buylla, 2002). Brevemente, se aplica la férmula
N=(d*V)/(g+D); donde N es el nimero de células BrdU* totales estimado en el volumen
V, d es la densidad de células BrdU™, g es el grosor de las secciones y D el diametro medio

de las particulas analizadas (en este caso, los nlcleos positivos a BrdU).

Ademas, para analizar la distribucion rostro caudal de las células de nueva
generacion, se hicieron comparaciones de la densidad de células BrdU* en las diferentes

regiones de interés.

Analisis de colocalizacion

El porcentaje de células BrdU*™ que expresaban diferentes marcadores neuronales se
analizd empleando imagenes confocales de los cuadrantes dorsal, lateral, ventral y medial
de secciones del BOP equivalentes en ratones control y heterocigotos. Mediante los
programas informaticos del confocal Leica v2.61 y el programa Image] 1.37i (Rosband, W.
S., National Institutes of Health) se contd el nimero de células BrdU" totales, el nimero de
células positivas para cada marcador empleado y el nimero de células de cada marcador
que colocalizd con BrdU. Los datos se expresaron como porcentajes de colocalizacion, tanto
de células de nueva generacion marcadas [(células BrdU*/células BrdU*marcador*) x 100]
como de células que expresaban el marcador que eran de nueva generacion [(células
marcador®/células BrdU*marcador*) x 100]. Ademas, se tomaron datos de densidad de
células positivas a cada marcador que se corrigieron en funcion de la reduccion volumétrica,

debido a la variacion de volumen entre animales control y heterocigotos.

Se empled la misma metodologia para determinar el porcentaje de células PCNA®,

Pax6* y dobles.
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Analisis cuantitativo de los cuerpos apoptoticos TUNEL-
positivos

Debido a que el nimero de cuerpos TUNEL* en cada seccion de 30 pm era muy
pequeiio, el andlisis de las células apoptoticas se realizd mediante recuento directo bajo un
microscopio de epifluorescencia. Los resultados se expresaron como nimero medio de

cuerpos apoptéticos por seccidn para cada region de interés (ZSV, CMR, BOP y corteza).

Analisis cuantitativos in vitro

Las cuantificaciones de células proliferativas, muerte celular y diferenciacion in vitro
se realizaron utilizando el programa Image J. Para ello, se tomaron fotografias de 10 campos
diferentes distribuidos al azar por el cubreobjetos con el objetivo de 40 aumentos. En las
imagenes obtenidas se contaron, tanto las células que presentaban el marcaje de interés
como las células totales, marcadas con DAPI o IP. Los resultados se expresaron como
numero de células totales en 10 campos, nimero de células positivas y como porcentaje de

células positivas respecto a las células totales.

Analisis cuantitativos de los Western Blots

Para la cuantificacion de la cantidad de proteina de interés presente en las muestras,
se escanearon las distintas peliculas y se empled el programa informatico Imagel, con el
gue se cuantificd la cantidad de pixeles de cada una de las bandas de proteina y la
intensidad media de las bandas. Los datosse normalizaron en funcién de la expresion de la
proteina GAPDH en cada muestra, utilizada como control de carga, y se expresaron como
intensidades relativas y como porcentajes de variacion de la expresion respecto a la

intensidad relativa de los animales +/+ cuando se presentaron diferencias significativas.

10. Analisis estadisticos

Para realizar los diferentes analisis estadisticos utilizamos el programa SPSS version
15.0 (SPSS). Los test realizados fueron diferentes en funcion de la normalidad y
homocedasticidad de los datos. Se analizd la normalidad de los datos y si estos eran
paramétricos se utilizd el test de comparacion por pares de la t-Student (p-valor). Por otra
parte, los datos no-paramétricos se analizaron mediante el test U-Mann Whitney
(significacion asintdtica). El nivel de significacién para todos los analisis realizados se

establecié en <0,05.
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11. Fotografia y tratamiento de las imagenes

Para la obtencion de las microfotografias de este trabajo utilizamos dos microscopios
equipados con campo claro y epifluorescencia: un Olympus AX70 conectado a una camara
digital (Olympus DP70) y con los programas DP Manager y DP Controller y un Olympus AX70

equipado con una camara XM10 y el programa CellMF.

Los analisis de colocalizacidén se realizaron tomando fotografias de planos focales
con un microscopio laser confocal (Leica TCS SP2) usando los laseres de ArKr (488 nm),
HeNe (543 nm) y HeNe (633 nm).

Las imagenes de microscopia electrénica se tomaron con un microscopio electrénico
de transmision JEOL JEM-1010 con camara 6ptica y camara digital MegaView I, equipado
con el programa de adquisicion de imagenes AnalySIS. Este equipamiento pertenece al

Servicio Central de Soporte a la Investigacion Experimental de la Universidad de Valencia.

El tratamiento digital posterior de todas las imagenes se realizd con el programa
Adobe Photoshop CS.
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1. Region Neurogénica ZSV-CMR-BOP

Analisis volumeétrico

A simple vista se observa una reduccién en el volumen del BOP de los animales
+/Sey®® respecto a los +/+ de la misma edad. Por ello, y debido a la necesidad de realizar
analisis estereoldgicos para cuantificar diferentes poblaciones celulares en las regiones de
interés, decidimos evaluar la posible pérdida de volumen en las zonas de estudio (region
neurogénica ZSV-CMR-BOP) de los animales heterocigotos. El volumen promedio de la ZSV,
la cavidad ventricular, la CMR, el BOP vy las diferentes capas del BOP de los animales control
y heterocigotos, junto con sus respectivos errores estandar y los p-valores, se encuentran
representados en la Tabla VIII. De las tres regiones analizadas, solamente se encontraron
diferencias significativas en el tamano total del BOP (reduccién del 30% en los
heterocigotos). Dentro de éste, los estratos mas afectadas por la reduccion fueron la capa
glomerular, con una pérdida de volumen del 35%, y las capas internas (CI; capa de las
células mitrales, capa plexiforme interna, capa de los granos y CMR-BOP), que sufren una

reduccion del 29%.

Tabla VIII: Volumen en mm?® de las distintas areas de estudio en la regién neurogénica
ZSV-CMR-BOP de animales +/+ y +/Sey®® (n=6 +/+; 6+/Sey"?).
Volumen +/+ (mm?3) Volumen +/Sey”® (mm?3) p-valor
Ventriculo 1,86 + 0,24 1,71 £ 0,32 0,301
ZsV 1,54 £ 0,27 1,21 £ 0,32 0,498
CMR 0,032 + 0,002 0,035 + 0,009 0,707
BOP 4,66 + 0,328 3,25 + 0,095 0,000
CG 1,27 £ 0,115 0,83 + 0,04 0,001
CPE 1,24 £ 0,15 0,96 + 0,05 0,054
CI 2,07 £ 0,156 1,47 £ 0,063 0,002
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Expresion y distribucion de Pax6 en la ZSV y CMR

Debido a que en la literatura existe controversia tanto en los tipos celulares de la
region neurogénica ZSV-CMR-BOP que expresan Pax6 como en la distribucion rostro-caudal
de la expresion de Pax6, decidimos estudiar estos dos parametros tanto en animales control

como en heterocigotos para la mutacion.

Para conocer la distribucidon rostro-caudal de Pax6 en esta region neurogénica, se
realizd la inmunofluorescencia para este factor de transcripcion. Pese a que la distribucion es
heterogénea, la expresion de Pax6 es elevada tanto en la ZSV como en el BOP, mientras que
decae en la CMR. Dentro de la CMR, el nivel medial es el que presenta un mayor porcentaje
de células Pax6* (Figura 1 A). Con respecto a los animales heterocigotos, el porcentaje de
células Pax6* es siempre menor que en los ratones control y la distribucion rostro-caudal es
mas homogénea, aunque también se produce una caida en la CMR (Figura 1 A). De hecho,
los analisis estadisticos comparando el porcentaje de células Pax6™ en animales control y
heterocigotos solo revelaron diferencias significativas en el nivel medial de la CMR (+/+:
22,2 + 3,02%; +/Sey"®: 2,61 + 1,08%; p-valor: 0,001) (Figura 1 A).

Debido a la ausencia de marcadores especificos, la manera mas precisa para
conocer la expresién de Pax6 en los distintos tipos celulares de la ZSV y CMR es realizar
inmunohistoquimica y observar las células positivas mediante un microscopio electrénico de
transmision. Utilizando esta metodologia, observamos marcaje para Pax6 en todos los tipos
de precursores (células A, B y C) tanto en la ZSV como en la CMR (Figura 1 B). Sin embargo,
las células de tipo B contienen poco inmunoprecipitado, por lo que deducimos que deben
expresar muy poca cantidad de Pax6 en comparacion con los otros tipos celulares. Se
realizaron colocalizaciones confocales de la expresion de GFAP (proteina tipica de células B)
con la proteina Pax6 demostrando que ambos marcadores colocalizan. Este dato confirmé la
expresion de Pax6 en este tipo celular (Figura 1 D). Las mismas aproximaciones
metodoldgicas realizadas en animales heterocigotos +/Sey®® demostraron que la Unica
diferencia con respecto a los animales control es una reduccion del inmunoprecipitado en

todos los tipos celulares (Figura 1 C).

Para comprobar si Pax6 se encontraba presente en las células precursoras en
division, realizamos dobles inmunofluorescencias para PCNA, presente en células
proliferativas, y Pax6. Nuestros datos demuestran que Pax6 esta presente en células en

division de esta region neurogénica (Figura 1 E).
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Estructura de la ZSV adulta en animales control y
+/SeyP®

Las células de tipo B derivan de la glia radial embrionaria y se han descrito
alteraciones morfoldgicas graves en la glia radial durante el desarrollo en animales
homocigotos sin Pax6. Ya que, como acabamos de demostrar, las células de tipo B en el
adulto presentan expresion de Pax6, decidimos analizar la estructura de la ZSV adulta de

animales +/+ y +/Sey"® realizando inmunofluorescencias frente a GFAP de la ZSV /n toto.

En los animales control, las células de tipo B (GFAP*), pueden observarse de dos
maneras diferentes. Por una parte, observamos “celdillas” positivas para GFAP que se
corresponden con los cuerpos celulares y los procesos mas cercanos al soma (Figura 2 A) y,
en otras areas, vemos que los procesos GFAP* estan ordenados recorriendo
longitudinalmente la pared de la cavidad ventricular (Figura 2 B). En los animales
heterocigotos se observaron las dos mismas areas con caracteristicas similares a las
mostradas en animales control (Figura 2 C y D). De hecho, en las areas que Unicamente
presentan procesos, éstos no parecen mas tortuosos ni estan mal orientados. Por lo tanto,
seglin nuestros resultados la heterocigosis para Pax6 no provoca alteraciones morfoldgicas

en las células de tipo B de la ZSV adulta.

Analisis de la capacidad proliferativa

Debido a que Pax6 interviene en la regulacién del ciclo celular de los precursores
durante el desarrollo, a que se han descrito alteraciones del ciclo celular en animales
homocigotos sin Pax6, particularmente en la fase S, y a que, como acabamos de ver, Pax6
se expresa en células proliferativas en el adulto, decidimos analizar la influencia de la
proteina Pax6 en la proliferacion comparando animales +/+ y animales +/Sey® adultos de
dos formas diferentes, mediante un analisis de las células PCNA* para observar células en
cualquier fase del ciclo celular, y mediante inyecciones de BrdU y 30 minutos de

supervivencia, para observar células en fase S.

El recuento del numero total de células PCNA™ Unicamente mostr6 diferencias
significativas entre grupos en el cuadrante ventral del nivel mas rostral de la ZSV (ZSV-I).
Nuestros resultados muestran que la tasa proliferativa es del orden de 3.6 veces (+/+:
29,56 + 3,31%; +/Sey®®: 8,21 + 1,32%; p-valor: 0,006) mas baja en animales
heterocigotos que en los control. En esta misma region, también encontramos diferencias

altamente significativas en el nimero de células totales por seccion (marcadas con IP) (+/+:

103



RESULTADOS

69,2 + 1,8 células; +/Sey®®: 91,06 + 1,35 células; p-valor: 0,001) (Figura 3 A-C), lo que
demuestra que, a pesar de que la proliferacion sea menor, la densidad celular es superior en

los animales +/SeyP®.

La distribucion rostro-caudal de las células proliferativas PCNA* que expresan Pax6
es heterogénea, siendo mas elevada en la CMR que en la ZSV (Figura 4 A). Sin embargo, el
porcentaje de células proliferativas PCNA® que expresan Pax6 (PCNA*/Pax6™) en los
animales +/Sey® es significativamente inferior que en los +/+ Unicamente en los niveles
CMR-M (+/+: 60,32 % + 16,4%; +/Sey"™: 9,09% + 4,98; p-valor: 0,019) y CMR-R (+/+:
59,88 % + 8,3%); +/Sey”®: 24,32% + 6,32; p-valor: 0,018), presentando reducciones de 6,6
y 2,5 veces respectivamente (Figura 3 A). El resto de niveles analizados no presentaron
diferencias significativas. Estos datos indican que Pax6 estd directamente relacionado con la
proliferacion de células adultas, siendo las células que se dividen en la CMR especialmente

sensibles a la falta de un alelo del gen.

La distribucion rostro-caudal del porcentaje de las células Pax6* en ciclo es
heterogénea en los animales +/+, con un mayor nimero de células Pax6*/PCNA* en la CMR
y los porcentajes mas bajos de coexpresion en el BOP (Figura 4 B). Los animales mutantes
presentan el mismo patron de distribucion y no encontramos diferencias significativas en

ninguno de los niveles de estudio.

El nimero total de células en fase S estimado en la regién neurogénica ZSV-CMR-
BOP no presenta variaciones significativas entre animales control y mutantes (+/+:
60.151,573 + 4516,961 células BrdU* totales; +/Sey®: 71.830,993 + 16.055,453 células
BrdU™ totales; p-valor: 0,456). Sin embargo, desglosando los datos por regiones (ZSV, CMR
y BOP) encontramos diferencias significativas en la ZSV (Figura 5 A), donde el nimero de
células proliferativas en fase S en animales +/Sey™® esta reducido en un 31,04% respecto al
control (+/+: 6805,4 células en fase S + 375,9; +/Sey®®: 4692,7 + 639,3; p-valor: 0,029).

No encontramos diferencias significativas en la proliferacion en la CMR y en la CMR-BOP.

Una vez comprobado que solo existian diferencias significativas en relacion a este
parametro en la ZSV, quisimos analizar qué niveles concretos de la ZSV (ZSV-V a ZSV-I)
estaban alterados. Nuestros datos indican que la densidad de células proliferativas aumenta
rostralmente en los animales control, al contrario de lo que sucede en los heterocigotos
(Figura 5 B) y, por tanto, encontramos diferencias significativas entre genotipos en los
niveles mas rostrales: ZSV-II (+/+: 1529,29 células en fase S/mm? + 62,87; +/Sey’®:
1282,85 + 53,69; p-valor 0,036) y ZSV-I (+/+: 1863,17 células en fase S/mm? + 195,79;
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+/Sey"®: 587,10 + 488,18; p-valor 0,042). Al igual que observdbamos en los datos de

PCNA, la menor proliferacion en los heterocigotos se produce en las regiones mas rostrales.

En el BOP, encontramos células en fase S no solo en la CMR-BOP, sino por todas las
capas. Por tanto, decidimos estimar el nimero de células BrdU* tanto en el BOP completo
como desglosado por capas. En los animales control, la mayoria de las células proliferativas
(63,5%) se encuentran en la CMR-BOP. Este dato se reduce al 47% en los animales
+/Sey"¥. Esta diferencia en la contribucion al nimero estimado de células en fase S en el
BOP se distribuye entre las distintas capas de esta estructura. Por ello, en los animales
heterocigotos, la proporcion de células proliferativas respecto al total de células en fase S
gue se localizan en cualquiera de las capas del BOP, excepto en la CMR-BOP, es mas
elevada que en los ratones control. Por lo tanto, es probable que los animales heterocigotos
presenten un menor nimero de precursores neurogénicos (los situados en la CMR-BOP) y
un mayor nimero de precursores no neurogénicos NG2* (situados en el resto de las capas
del BOP). Puesto que la tendencia de los animales mutantes era a presentar un menor
numero de células en fase S en el total del BOP (+/+: 2677,53 + 275,84 células en fase S
estimadas; +/Sey®®: 1620,68 + 302,81 células en fase S estimadas; p-valor 0,051),
decidimos analizar por separado las dos poblaciones proliferativas del BOP: los progenitores

gliales NG2* y los precursores neurogénicos.

El andlisis de las células NG2* con respecto al total de células en fase S demostrd
que las células BrdU*/NG2* se distribuyen por todas las capas del BOP (Figura 5 D-F),
excepto en la CMR-BOP y en el NO. En la CG, CPE y CI del BOP la gran mayoria de las
células proliferativas son NG2*, es decir, son OPCs. La tendencia en los animales mutantes
es a presentar un mayor porcentaje de células en fase S NG2* que los animales control,
siendo esta diferencia significativamente mayor en la CPE (+/+: 79,6 + 2,7%; +/Sey"®:
95,83 + 4,17%,; p-valor: 0,031) (Figura 5 C). Por lo tanto, los animales heterocigotos
presentan una mayor proporcion de precursores no neurogénicos NG2+ en el BOP que los

animales control.

Para analizar la otra poblacion proliferativa del BOP, los precursores neurogénicos,
decidimos realizar cultivos celulares de precursores (neurosferas), que nos permitieron aislar

la poblacion neurogénica y estudiarla en detalle.

105



RESULTADOS

Analisis de la tasa de crecimiento de las neurosferas

Mediante mediciones del diametro de las neurosferas durante todos los dias de un
pase, observamos que las esferas procedentes del BOP de animales +/Sey™® siempre tienen
un didametro menor que las de las procedentes de animales control. De hecho, en todos los
dias de medicién (2 a 7 DIV), las diferencias en la medida de los didametros de las esferas
son altamente significativas, excepto en el dia de pase (7 DIV) (Tabla IX y Figura 6). Esta
ausencia de diferencias significativas en el dia de pase se debe a que las esferas mas
pequefias de los cultivos control presentan un tamafio similar al de las esferas mas grandes
de los cultivos +/Sey®® y a que, al haber alcanzado la confluencia, los cultivos +/+ han
dejado de crecer.

Tabla IX: Seguimiento de los cultivos +/+ y +/Sey”® a lo largo de un pase mediante
medidas del diametro de las esferas.

Diametro +/+ (pm) Diametro +/Sey®® (um) p-valor/ significacion
asintdtica

2 D1V 42,86 + 3,63 21,30 + 1,04 0,001 (sig. asint.)

3 DIV 52,74 + 4,56 29,19 + 2,80 0,001 (p-valor)

4 DIV 68,76 + 4,83 39,38 + 1,84 0,001 (sig. asint.)

5 DIV 77,60 % 5,10 46,45 + 3,21 0,001 (sig. asint.)

6 DIV 116,40 + 10,78 58,99 + 3,93 0,001 (sig. asint.)

7 DIV 123,67 + 10,80 112,62 + 8,23 0,418

Andlisis de la tasa proliferativa en células adheridas a sustrato (2 y 4

DIV)

Los andlisis de incorporacion de BrdU realizados en células disgregadas adheridas a
sustrato demostraron que la pérdida de un alelo de Pax6 provoca graves defectos en la
proliferacion de las CMBOPa en los dos tiempos estudiados. Tras 2 DIV, ambos cultivos
presentaron diferencias significativas tanto en el nimero total de células (+/+: 100,67 +
24,19 células en 10 campos; +/SeyP®: 55,67 + 8,14 células en 10 campos; p-valor: 0,038)
como en el nimero total de células proliferativas (+/+: 57,33 + 17,09 células BrdU* en 10
campos; +/Sey®: 11,66 + 1,54 células BrdU* en 10 campos; p-valor: 0,046) (Figura 7 C).

De modo que los animales +/+ presentan una tasa proliferativa 2,65 veces mayor que los
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animales +/Sey®® (+/+: 56,5 + 3,47% células BrdU* respecto al total; +/Sey®®: 21,36 +
4,54%; p-valor: 0,000) (Figura 7 D). A los 4 DIV, las células de los animales +/+ se
distribuyen formando agrupaciones esféricas adheridas al sustrato similares a las
neuroesferas que forman al crecer en flotacion (Figura 7 A). Sin embargo, las células de los
animales +/Sey"® estan mayoritariamente aisladas unas de otras o, a lo sumo, se disponen
formando grupos de muy pocas células (Figura 7 B). Al igual que en los cultivos fijados a los
2 DIV, encontramos diferencias altamente significativas tanto en el nimero de células
totales (+/+: 1.203,17 + 430,15 células; +/Sey®®: 289,33 + 71,27 células; p-valor: 0,004)
como en el nimero de células BrdU* (+/+: 368,5 + 144,58 células BrdU* en 10 campos;
+/SeyP®: 53,67 + 27,36 células BrdU* en 10 campos; p-valor: 0,004) (Figura 7 C). Ademas,
la tasa proliferativa de las CMBOPa de los animales +/Sey®® también esta afectada, siendo
1,65 veces menor que la de los animales control (+/+: 30,32 % células BrdU* + 2,10;
+/SeyP*: 18,42 % + 7,12; p-valor: 0,01) (Figura 7 D).

Por lo tanto, los animales heterocigotos presentan un déficit en la proliferacion de
las CMBOPa, que es mayor en los primeros dias de cultivo. Estos datos concuerdan con el
andlisis de la tasa de crecimiento de las neurosferas mediante la medida de su diametro

detallado en el apartado anterior.

Analisis de la tasa proliferativa en flotaciéon (7 DIV)

La tasa proliferativa en el dia de pase (7 DIV) se estudid6 mediante la incorporacion
de BrdU en células creciendo en flotacion, que se adhirieron a un sustrato (matrigel)
minutos antes de su fijacion para su analisis mediante inmunofluorescencia y microscopia
laser confocal. La media del nUmero de células totales en un plano focal por neurosfera
(+/+: 412,07 + 38,64 células; +/Sey"®: 69,48 + 8,07 células; significacion asintdtica: 0,000)
y de células BrdU* (+/+: 106,84 + 9,21 células BrdU*; +/Sey®: 30,54 + 3,59 células
BrdU*; significacion asintética: 0,000) es significativamente menor en las neurosferas
+/Sey®® que en las +/+ (Figura 8). Sin embargo, el porcentaje de células proliferativas
respecto al total es 1,5 veces mayor en los cultivos procedentes de animales heterocigotos
que en los control (+/+: 28,6 + 1,28% de células proliferando; +/Sey®®: 42,99 + 1,69% de
células proliferando; p-valor: 0,000) (Figura 8). Este dato concuerda con el hecho de que a
los 7 DIV no encontramos diferencias significativas en la medida del didmetro de las
neurosferas entre animales control y heterocigotos. Es decir, los cultivos +/Sey®® presentan
déficits de proliferacion en los primeros dias de pase, lo que provoca un retraso en el
crecimiento de las esferas. Este retraso y los déficits de proliferacion van paulatinamente

superandose, conduciendo a que, en el dia en que las células +/+ estan confluentes (7 DIV)
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y, por tanto, el crecimiento de las esferas esta atenuado, las neurosferas +/Sey®® contintian

creciendo porque aun no han alcanzado la confluencia.

Segun el analisis /7 vitro de la proliferacion, nuestros resultados indican que los
precursores de los animales +/SeyP® presentan un déficit inicial de proliferacién y una
posterior hiperproliferacion al comparar su crecimiento con el de los animales +/+. Nuestros
estudios /n vivo e in vitro permiten afirmar que la mutacién Sey®® en heterocigosis, y por lo
tanto la haploinsuficiencia de Pax6, afecta a la proliferacion de los precursores neurogénicos
de la ZSV, la CMR y el BOP, pareciendo favorecer la presencia en el BOP de precursores

NG2* en division.

Analisis de la capacidad de autorrenovacion de las
CMBOPa

Debido a que la carencia de Pax6 altera la capacidad de autorrenovacion de
diferentes tipos de células madre durante el desarrollo, estudiamos, mediante analisis clonal,
si la capacidad de autorrenovacidon de los precursores de la neurogénesis adulta estaba
alterada en nuestros mutantes heterocigotos. Los cultivos +/Sey®® no presentan diferencias
significativas en cuanto al porcentaje de esferas (con un nimero de células igual o mayor a
8) formadas a partir de una célula Unica (+/+: 42,24 + 5,41 % de esferas generadas a partir
de células unicas; +/Sey®®: 34,7 + 7,65 %; p-valor: 0,466) (Figura 9 C, D y G). Sin
embargo, una proporcion de células Unicas +/Sey® dan lugar a grupos de entre 4 y 8
células (+/+: 0,51 + 0,51 % grupos de 4 a 8 células; +/Sey”®: 13,90 + 2,43 % grupos de 4
a 8 células; p-valor: 0,012) (Figura 9 E y G), o incluso hay células Unicas +/Sey®® que
permanecen vivas y aisladas (+/+: 0 + 0 % células aisladas; +/Sey*®: 9,79 + 1,53 %
células aisladas; p-valor: 0,007) (Figura 9 B, F y G). En la generacion de dupletes (+/+: 0 +
0 % dupletes; +/Sey"®: 2,40 + 1,72 % dupletes; p-valor: 0,259) no se presentan diferencias
significativas (Figura 9 G). La proporcién de células Unicas +/Sey™ que generan de 1 a 8
células es, por tanto, menor (+/+: 0,51 + 0,51 % menos de 8 células; +/Sey®: 26,09 +
4,06 % menos de 8 células; p-valor: 0,008) (Figura 9 G). Aquellas esferas generadas con un
ndmero de células mayor que 8 en los cultivos +/Sey® poseian didmetros similares a las
generadas en los cultivos control (+/+: 74,32 um + 6,27; +/Sey®®: 75,22 ym + 5,64; p-
valor: 0,916) (Figura 9 C y D). Estos datos ponen de manifiesto que si bien algunas células
Unicas +/Sey® son precursores capaces de dividirse de manera similar a las células control,
su capacidad de autorrenovacion se ve afectada de forma variable, ya que algunas células

se dividen un nimero reducido de veces o permanecen vivas sin llegar a dividirse (Figura 9).
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Analisis de la diferenciacion de las células generadas

Pax6 es necesario durante el desarrollo embrionario para la diferenciaciéon neuronal
en general y de algunos subtipos de neuronas en particular. Ademas, el analisis de su
participacién en la neurogénesis adulta realizado por otros grupos de investigacion ha
puesto de manifiesto que es necesario para la diferenciacion de algunos tipos de
interneuronas del BOP, como PGs dopaminérgicas y granos superficiales. Por ello, decidimos
analizar en profundidad los efectos de la haploinsuficiencia de Pax6 en distintos parametros
relacionados con la diferenciacién tanto /n vivo, para conocer la llegada de células de nueva
generacion al BOP (recuentos de células BrdU* tras 15 dias de supervivencia después de la
inyeccién), como /n vitro, para conocer el potencial de diferenciaciéon de las células

haploinsuficientes para Pax6.

A los 15 dias de las inyecciones de BrdU, encontramos células de nueva generacion
(BrdU*) en la ZSV, CMR y en el BOP. Debido a la metodologia empleada, las células
observadas en la ZSV y CMR pueden haberse dividido 15 dias antes del sacrificio del animal
o pueden ser descendientes de células que se dividieron en ese momento. Ademas, tampoco
podemos saber si se trata de células residentes en la region en la que las encontramos o,
por el contrario, son células en migracién. Por ello, la presencia de diferencias en el nimero
de células BrdU* en la ZSV y la CMR de animales +/+ y +/Sey®® nos puede indicar bien
alteraciones en la proporcion de células residentes en la region analizada, bien defectos de
migracion de los progenitores. La estimacion del nimero total de células BrdU* no demostro
diferencias significativas entre ambos grupos de animales en la ZSV (+/+: 1373,26 + 231,63
células BrdU*; +/SeyP®': 1480,50 + 200,71 células BrdU*; p-valor: 0,739). La comparacién
entre los distintos niveles rostro-caudales de la ZSV de ambos grupos de animales tampoco

demostré diferencias significativas en la densidad de células BrdU* (Figura 10 A).

En la CMR de los animales +/+ se encuentra un numero significativamente mayor
de células BrdU* que en la CMR de los animales +/Sey®® (+/+: 405,67 + 70,16 células
BrdU* estimadas; +/Sey®: 172,55 + 31,8 células BrdU*; p-valor: 0,006) (Figura 10 B).
Estudiando la distribucion rostro-caudal de las células, es decir, su densidad en los
diferentes niveles de estudio, identificamos que ésta era significativamente menor en el nivel
medial de la CMR de los animales +/Sey®® (+/+: 788,12 + 146,48 células BrdU*/mm?
+/SeyP®: 196,95 + 57,96 células BrdU*/mm?; p-valor: 0,002) (Figura 10 C-E). Atribuimos el
menor nimero de células estimadas en la CMR de los animales +/Sey®® a un descenso de
las células proliferativas localizadas de forma especifica en el nivel medial, poniendo estos

resultados en relacion con que, en los animales heterocigotos, existe un menor nimero de
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células proliferativas que expresan Pax6 en este nivel de estudio, y descartamos por tanto

que este resultado se deba a una alteracion de la migracion de los precursores.

Posteriormente a estos analisis, evaluamos distintos parametros con respecto a la
presencia de células de nueva generacion en el BOP a los 15 de la inyeccion de BrdU, tales
como el niimero total de células estimadas BrdU* en el BOP y en cada una de sus capas, la
distribucion rostro-caudal de las células de nueva generacion en los 3 niveles bulbares de
estudio (BOP-R, BOP-M, BOP-C) y la proporcidon de nuevas células presente en cada una de
las capas del BOP respecto al total de células generadas. Con el estudio de estos parametros
gueriamos analizar si Pax6 regula la llegada, distribucion y diferenciacion de las células de

nueva generacion.

El nimero total de células BrdU* en el BOP es significativamente menor en los
animales +/Sey®® que en los animales control (+/+: 24.731,43 + 1.559,64 células BrdU*;
+/SeyP®: 16.755,48 + 1.184,82 células BrdU*; p-valor: 0,001), con una reduccién en la
incorporacion celular del 32%, equivalente a la pérdida de volumen del BOP observada en
estos animales. Desglosando la cantidad estimada de células de nueva generacion por capas

bulbares, encontramos diferencias significativas en todas ellas, excepto en la CPE (Tabla X).

Tabla X: Estimacion del nimero de células de nueva generacion tras 15 dias de
inyeccion de BrdU en las capas del BOP.

+/+ +/SeyP®Y p-valor Reduccién
CG 2640,89 + 212,27 1536,10 + 145,65 0,001 42%
CPE 1132,28 + 170,33 802,12 + 89,33 0,09 Sin diferencias
CI 20.958,26 + 1372,73 14.417,26 + 1203,18 0,004 31%

El analisis de la distribucion rostro-caudal de las células BrdU* en los diferentes
niveles de estudio del BOP (BOP-C, BOP-M y BOP-R) mediante la comparaciéon de las
densidades de cada uno de los niveles, tanto en todo el BOP como en cada una de las
capas, demostrd que, en este parametro, no existian diferencias significativas entre los
animales heterocigotos para Pax6 y los control. Este dato indica que en los animales
+/Sey”¥, las células no se acumulan en ningln nivel rostro-caudal de estudio y, por tanto,
no parece verse afectada la capacidad de migracién rostro-caudal por la pérdida de un alelo

para Pax6.
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Para conocer si las células de nueva generacion de los animales +/Sey®® se
distribuian en las capas del BOP de manera equivalente a los animales control, es decir, si
Pax6 regula aspectos de la migracion radial en el BOP, calculamos el porcentaje del nimero
de nuevas células en cada una de las capas respecto a las células BrdU* estimadas en la
totalidad del BOP. Nuestros datos indican que Pax6 no parece estar regulando la migracion
radial, ya que no observamos diferencias significativas en ninguna de las capas bulbares
(Tabla XI).

Tabla XI: Analisis de la migracion radial de las células de nueva
generacion en el BOP segtn el porcentaje de contribucion de las células de
cada capa al total de células estimadas en el BOP.

+/+ +/SeyPeY p-valor
CG 10,67 + 0,48 % 9,56 + 1,08 % 0,419
CPE 4,61 + 0,69 % 4,89+ 0,62 % 0,770
c1 84,72 + 1,06 % 85,55+ 1,3 % 0,647

A partir de la region neurogénica ZSV-CMR-BOP se producen fundamentalmente
neuronas. Esta circunstancia, unida a los déficits de proliferacion y de llegada de células al
BOP en los animales +/Sey® y a la presencia de OPCs en el BOP (ademas de precursores
neurogénicos) hacian especialmente dificil analizar el potencial de diferenciacion de los
precursores haploinsuficientes para Pax6 /7 vivo, por lo que decidimos analizar este
parametro /n vitro estudiando la capacidad de diferenciacion de las CMBOPa a astrocitos,
oligodendrocitos y neuronas. Para ello, realizamos recuentos de células positivas para TUJ1
(neuronas), 04 (oligodendrocitos) y GFAP (astrocitos) en células +/+ y +/Sey® sembradas

en condiciones de diferenciacién durante 1y 2 DIV.

La generacion de neuronas TUJ1* se ve afectada en los cultivos +/Sey®® de forma
muy temprana, ya que tanto el nimero de neuronas (+/+: 13,34 + 1,86 células TUJ1" en 10
campos; +/SeyP®: 3 + 2 células TUJ1* en 10 campos; p-valor: 0,019) como el porcentaje de
neuronas generadas (+/+: 6 + 0,98 % células TUJ1* respecto al total de células; +/Sey"®:
1,12 + 0,59% células TUJ1" respecto al total; p-valor: 0,013) disminuye a 1 DIV. Estos
resultados se siguen manteniendo a los 2 DIV, cuando también obtenemos un menor
porcentaje de neuronas en los cultivos +/Sey”® (+/+: 19,37 + 3,8% células TUJ1* respecto
al total; +/Sey: 18,75 + 2,04% células TUJ1" respecto al total; p-valor: 0,05) (Figura 11
A, D, G HIylL).
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También se ve afectada drasticamente la generacién de oligodendrocitos a partir
de CMBOPa +/Sey®®. A 1 DIV, obtenemos diferencias significativas tanto en el nimero de
oligodendrocitos (+/+: 6 + 0,71 células 04" en 10 campos; +/Sey®: 1,5 + 0,64 células 04"
en 10 campos; p-valor: 0,003) como en el porcentaje de oligodendrocitos generados (+/+:
2,19 + 0,47% células O4* respecto al total; +/Sey”®: 0,57 + 0,22% células 04*; p-valor:
0,021). Estas diferencias se siguen manteniendo a los 2 DIV en los dos parametros
analizados (+/+: 14 + 1,53 células O4* en 10 campos; +/Sey”®: 2,34 + 0,67 células 04" en
10 campos; p-valor: 0,002; +/+: 5,9 + 1,07% células O4* respecto al total de células;
+/Sey"®: 0,71 + 0,21% células O4*respecto al total; p-valor: 0,009) (Figura 11 B, E, G, H, J
y M).

Por el contrario, la generacion de astrocitos no se ve afectada ni a 1 DIV (+/+:
30,94 + 8,03% células GFAP*; +/Sey®®: 51,27 + 4,64% células GFAP*; p-valor: 0,083) ni a
2 DIV (+/+: 43,4 + 8,48% células GFAP*; +/SeyP®: 66,52 + 10,14% células GFAP"; p-valor:
0,131) (Figura 11 C, F, G, H, Ky N), aunque los cultivos de heterocigotos tienden a tener
una mayor proporcion de astrocitos que los cultivos control .

Resumiendo, en ausencia de un alelo de Pax6 se produce un déficit muy temprano
en la diferenciaciéon hacia oligodendrocitos y neuronas, mientras que la poblacién de

astrocitos no se ve afectada.

Debido a que tanto la proliferacion como la llegada de células de nueva generacion
estan reducidas en los animales +/Sey®® y a que esto podria estar enmascarando posibles
diferencias en la generacion de subtipos de interneuronas respecto a los animales control,
decidimos llevar a cabo el andlisis de la diferenciacién, a partir de CMBOPa, a subtipos
bulbares de interneuronas /in vitro. De esta manera, al sembrar un nimero equivalente de
células en ambos cultivos, pudimos analizar la influencia de Pax6 en el potencial de
diferenciacion de los precursores, sin interferencia de sus funciones en la proliferacion de los
precursores. Otros autores han descrito la relevancia de Pax6 en la diferenciacion de PGs
dopaminérgicas y en la formacion de un tipo de granos, pero el BOP se caracteriza por
presentar una gran variedad neuroquimica de poblaciones de interneuronas. Por ello,
decidimos analizar con mas profundidad el posible efecto de la haploinsuficiencia de Pax6 en
la generacion de los principales subtipos neuroquimicos de interneuronas del BOP (CB, CCK,
CR, NOSn y TH). Ademas, para comprobar el potencial para generar neuronas en las
condiciones de siembra que favorecen la diferenciacion neuronal, utilizamos MAP2 como
marcador neuronal genérico. Encontramos que, en los cultivos +/Sey®®, se produce un

descenso altamente significativo tanto en el nimero de neuronas generadas (+/+: 117,87 +
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14,98 células MAP2*; +/Sey®®: 18 + 2,75 células MAP2*; significacién asintética 0,000),
como en la proporcion de neuronas generadas respecto al total de células (+/+: 30,77 +
4,44% MAP2*; +/Sey®®: 6,30 + 0,75 % MAP2*; significacion asintdtica 0,000) (Figura 13
F).

Respecto a las poblaciones neuroquimicas concretas, en los cultivos control se
generan células CB* con diferentes morfologias, aunque la mayor parte de ellas tienen una
o dos dendritas principales (Figura 12 A). Sin embargo, en los cultivos +/Sey® se generan
células CB* de aspecto estrellado y con ramificaciones muy cortas (Figura 12 B). Ademas de
los cambios morfoldgicos, en los cultivos +/Sey®® se produce tanto un déficit de generacion
de células CB* (+/+: 34 + 5,2 células CB* en 10 campos; +/Sey"®: 2,5 + 1,2 células CB* en
10 campos; significacion asintdtica 0,000) como un menor porcentaje de este tipo celular
respecto al total de células (+/+: 8,78 + 1,32%; +/Sey®®: 0,67 + 0,34 %; significacién
asintotica 0,000) (Figura 13 E).

Las células CCK* en cultivos +/+ son grandes y con 3 6 4 dendritas principales
ramificadas (Figura 12 C). En los cultivos +/Sey®® estas células CCK* presentan menos
dendritas y sus procesos son mas cortos (Figura 12 D). Ademds, también se reduce muy
significativamente la generacion de este tipo celular, medida como nimero de células CCK*
(+/+: 35 + 1 células CCK* en 10 campos; +/Sey®®: 4,5 + 1,5 células CCK* en 10 campos;
significacion asintética 0,003), y también como porcentaje de células CCK* respecto al total
de células (+/+: 8,25 =+ 1,12%; +/Sey®®: 1,30 =+ 0,12%; significacion asintética 0,007)
(Figura 13 E).

En los cultivos +/+ se generan células CR* con 2 o 3 prolongaciones (Figura 12 E)
mientras que en los +/Sey® la generacién de células CR* es practicamente nula (Figura 12
F) (+/+: 30 + 5,1 células CR* en 10 campos; +/Sey"®: 0,5 + 0,5 células CR* en 10 campos;
significacion asintdtica 0,000). Al igual que para las otras poblaciones neuroquimicas
estudiadas, la proporcion de células CR* generadas respecto al total es significativamente
menor en los cultivos +/Sey® que en los control (+/+: 8,94 + 1,76 %; +/Sey"®: 0,18 +
0,18 %; significacion asintdtica 0,000) (Figura 13 E).

El estudio de las células nitrérgicas (NOSn*) demostré que en los cultivos control
presentan varias morfologias, hay células pequefias con pocas prolongaciones y otras mas
grandes con 3 6 4 dendritas principales ramificadas (Figura 13 A). En los cultivos +/Sey®®
no se observan células NOSn* (+/+: 44,5 + 4,83 células NOSn™ en 10 campos; +/Sey’®: 0

+ 0 células NOSn* en 10 campos; significacion asintética 0,000) (Figura 13 E).

El Gltimo marcador estudiado demostrd que la generacion de células dopaminérgicas
también esta alterada en ausencia de un alelo para Pax6. En los cultivos +/+ se generan

células TH* (dopaminérgicas) muy ramificadas (Figura 13 C) y en los cultivos +/Sey® no se
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genera ninguna célula TH* (Figura 13 D) (+/+: 44,5 + 3,36 células TH*; +/Sey®®: 0 + 0

células TH™; significacion asintotica 0,000) (Figura 13 E).

Estos datos demuestran que la capacidad para generar neuronas en general, y de
cada subtipo en particular, estd comprometida en ausencia de un alelo de Pax6, siendo las

subpoblaciones de interneuronas mas severamente afectadas las TH*, NOSn* y CR*.

Tras comprobar la existencia de diferencias significativas en la incorporacion de
células de nueva generacion en el BOP, y en la diferenciacion a distintos subtipos
neuroquimicos de interneuronas /n vitro, nos centramos en analizar el fenotipo de las células
de nueva generacién /in vivo. Para ello, realizamos inmunofluorescencias dobles de BrdU con
distintos marcadores (CB, CR, NeuN, Pax6 y TH), para conocer si la haploinsuficiencia de
Pax6 afecta a la diferenciacion de algun subtipo neurogquimico especifico de interneurona del
BOP. Ademas, el uso de dos tiempos diferentes de supervivencia tras las inyecciones de
BrdU (15 y 60 dias), nos permitieron conocer si alguna de las poblaciones tiene una
diferenciacion mas tardia en los animales +/Sey®® o si su supervivencia se ve afectada por
la mutacion. Por otra parte, ya que utilizamos porcentajes para evaluar el potencial de
diferenciacion de las células y que nuestros resultados demuestran que existe una menor
incorporacion de nuevas células en el BOP, analizamos la densidad de células positivas a los
marcadores (CB, CCK, CR, NeuN, NOSn, Pax6 y TH) realizando en los animales mutantes
una correccion para compensar la pérdida de volumen, para conocer si alguna de las

poblaciones neuroquimicas de interés estaba afectada en los animales heterocigotos.

La poblacion de neuronas positivas para Pax6 en el BOP se corresponde con la
poblacion de PGs dopaminérgicas (TH*), una subpoblacion de PGs CB*" y CR* (Hack et al.,
2005; Baltanas et a/., 2009) y una amplia poblacién de granos. A los 15 dias de la inyeccion,
tanto en los animales control como en los heterocigotos, practicamente todas las células de
nueva generacion (células BrdU*) expresan Pax6, tanto en la CG (+/+: 98,33 + 1,67 %
células de nueva generacion Pax6*; +/Sey®®: 96,30 + 3,70 % células de nueva generacién
Pax6"; p-valor: 0,642) (Figura 14 A-C) como en la CGr (+/+: 100 + 0 % células de nueva
generacion Pax6™; +/Sey®: 100 + 0 % células de nueva generacién Pax6") (Figura 15 A-C).
Debido a que la practica totalidad de las células de nueva generacién a los 15 de la
inyeccion de BrdU expresan Pax6 y a que los animales heterocigotos presentan un nimero

de células de nueva generacion en el BOP significativamente menor que los animales control
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en este tiempo de inyeccion, podemos inferir que la incorporacion de células Pax6* se ve
reducida en los animales +/Sey®. Sin embargo, a los 60 dias este porcentaje de
colocalizacion se reduce en ambos grupos experimentales, no encontrandose diferencias
entre los grupos, ni en la CG (+/+: 73,38 + 7,78 % células de nueva generacion Pax6*;
+/SeyP¥: 72,22 + 7,35 % células de nueva generacién Pax6*; p-valor: 0,919) (Figura 14 C)
ni en la CGr (+/+: 22,39 + 4,45 % células de nueva generacién Pax6*; +/Sey®: 48,54 +
17,93 % células de nueva generacion Pax6"; p-valor: 0,279) (Figura 15 C). Nuestros
resultados indican que Pax6 parece ser mas importante en las primeras etapas de la
diferenciacion neuronal que en las mas tardias, ya que las células de nueva generacion a los
60 dias de la inyeccion de BrdU colocalizan en menor proporcién con Pax6. Aln asi, un
porcentaje de las células de nueva generacion conserva la expresion de Pax6 a los 60 dias
de su generacion. Estas nuevas interneuronas son ya células maduras, por lo que Pax6

podria estar ejerciendo alguna funcion desconocida en ellas.

Respecto al niUmero de células Pax6™ de nueva generacion (células Pax6™ que son
BrdU*) a los 15 dias de la inyeccion, no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos experimentales ni en la CG (+/+: 3,1 £ 0,28 % células Pax6*de nueva generacion;
+/SeyP¥: 2,12 + 0,35 % células Pax6" de nueva generacion; p-valor: 0,098) (Figura 14 A, B,
D) ni en la CGr (+/+: 3,78 + 0,28 % granos Pax6" de nueva generacién; +/Sey®: 2,83 +
0,73 % granos Pax6* de nueva generacion; p-valor: 0,297) (Figura 15 A, B, D). A los 60 dias
de la inyeccién de BrdU tampoco existen diferencias significativas ni en la CG (+/+: 1,28 +
0,42 % células Pax6*de nueva generacién; +/Sey®®: 3,01 + 0,72 % células Pax6" de nueva
generacion; p-valor: 0,108) (Figura 14 D) ni en la CGr (+/+: 0,74 + 0,09 % granos Pax6* de
nueva generacion; +/Sey®: 2,57 + 0,83 % granos Pax6* de nueva generacién; p-valor:
0,123) (Figura 15 D).

A pesar de que no existen diferencias significativas en ninguno de los casos entre
ambos genotipos, la tendencia temporal de las células Pax6® de nueva generacion es
negativa (el nimero de células Pax6/BrdU doble positivas se reduce a lo largo del tiempo)
en los animales control, mientras que es positiva (aumenta a lo largo del tiempo) en el caso
de los heterocigotos, tanto en la CG (Figura 14 D) como en la CGr (Figura 15 D). Estas
diferencias de tendencia podrian indicar cambios en la supervivencia de las células Pax6*,
aunque también existe otra posibilidad de interpretacion. Para esta segunda interpretacion
también hay que tener en cuenta que a los 15 dias de la inyeccion, casi todas las células de
nueva generacién tanto en la CG como en la CGr expresan Pax6 y que este porcentaje de
colocalizacion disminuye en el caso de las inyecciones de 60 dias de supervivencia (Figura
14 Cy Figura 15 C). Teniendo en cuenta todos estos datos, proponemos que la expresion de
Pax6 cae en las nuevas células segin estas maduran, aunque una proporcion de ellas
conserve la expresion de este factor de transcripcién. Debido a que la tendencia temporal

del nimero de células Pax6* de nueva generacion en los glomérulos y los granos esta
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invertida en los animales heterocigotos (Figura 14 D y Figura 15 D), podria existir un defecto
o retraso en la maduracién de las células, ademas de cambios que favorecieran su

supervivencia.

Por otra parte, analizamos la densidad de las células Pax6* en la CG y CGr,
encontrando reducciones significativas en este parametro tanto en la CG (+/+: 1800,89 +
229,51 células Pax6*/mm? +/SeyP®: 907,96 + 197,34 células Pax6*/mm?; p-valor: 0,01)
(Figura 14 A, By E) como en la CGr de animales +/Sey"® (+/+: 2447,45 + 211,14 células
Pax6*/mm?; +/Sey®®: 1479,77 + 201,61 células Pax6*/mm?; p-valor: 0,007) (Figura 15 A, B
y E).

Otro de los marcadores que hemos estudiado es NeuN, que se expresa en una
pequefia poblacién de células en la CG y en muchos granos. Tras 15 dias de inyeccién de
BrdU los animales +/Sey®® tienen una proporcion significativamente menor de células
NeuN* de nueva generacion en la capa glomerular (+/+: 4,5 + 0,44 % células NeuN* de
nueva generacion; +/Sey®®: 2,03 % + 0,75 células NeuN* de nueva generacién; p-valor:
0,046), por lo que su generacién estaria disminuida. Esta disminucion del porcentaje de
colocalizacion no se observa tras dos meses de inyeccion (Figura 16 A-D), por lo que la
supervivencia de las células NeuN™ se veria favorecida o su maduracién podria estar
retrasada en los animales heterocigotos respecto a los animales control. Al igual que sucede
en la CG, la capa de los granos de los animales heterocigotos presenta, a los 15 post-
inyeccion, una menor proporcion de granos NeuN* de nueva generacion (+/+: 2,81 + 0,24
% células NeuN*/BrdU*; +/Sey®®: 1,89 + 0,18 % células NeuN*/BrdU*; p-Valor: 0,04),
aunque la proporcion de células BrdU*/NeuN™ no se vea alterada. Estas diferencias no estan

presentes a los 60 dias postinyeccién (Figura 17 A-D).

Las pendientes de la representacion de los porcentajes de células NeuN™ de nueva
generacion a los 15 y 60 dias de animales +/+ y animales +/Sey”® indican que la pendiente
en los animales heterocigotos es menos negativa que la de los animales +/+, tanto en la CG
como en la CGr (Figura 16 D y Figura 17 D) por lo que la pérdida de un alelo de Pax6 puede
estar alterando la supervivencia de esta poblacién celular o modificando la maduracion de
las nuevas interneuronas, en consonancia con los resultados obtenidos del analisis de los

porcentajes de colocalizacion.

La densidad de células NeuN* en la CG no presenta diferencias significativas entre
ambos grupos experimentales (+/+: 195,15 + 12,63 células NeuN*/mm?; +/Sey"®: 200,58
+ 25,27 células NeuN*/mm?; p-valor: 0,336) (Figura 16 E). Por el contrario, la densidad
corregida de granos NeuN* es significativamente menor en los animales heterocigotos
respecto a los animales control (+/+: 1383,51 + 105,31 células NeuN*/mm?; +/Sey"®:
1048,17 + 24,41 células NeuN*/mm?; p-valor: 0,036) (Figura 17 E).
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La poblacién de interneuronas del BOP que expresa CB son exclusivamente PGs. El
porcentaje de células BrdU* que coexpresan CB a los 15 (+/+: 36,07 + 6,28 %); +/Sey"®:
32,93 + 5,58 %; p-valor: 0,728) y 60 dias post-inyeccidn (+/+: 33,09 + 6,77 %; +/Sey"*:
41,5 + 8,36%; p-valor: 0,447) no presenta diferencias significativas entre animales control y
mutantes, a pesar de que la proporcion de células BrdU*/CB* en los animales +/+
permanece estable mientras que en los animales +/Sey® tiende a incrementarse a lo largo
del tiempo (Figura 15 A). A los 15 dias de la inyeccion de BrdU, el porcentaje de PGs CB* de
nueva generacidn tampoco presenta diferencias entre animales +/+ y +/Sey®® (+/+: 2,82 +
0,21 %; +/Sey"®: 8,81 + 4,84 %; p-valor: 0,513) (Figura 18 B, D y E). Sin embargo, a los
60 dias de la inyeccion de BrdU los animales +/Sey®® muestran un incremento altamente
significativo en la proporcion de células CB* de nueva generacion respecto a los animales
control (+/+: 1,44 =+ 0,31 %; +/Sey®: 3,29 + 0,72 %; p-valor: 0,009) (Figura 18 B, D y
E). Aln asi, no podemos afirmar que la supervivencia de las PGs CB* esté favorecida en los
heterocigotos, ya que el valor de colocalizacion a los 15 dias es mayor en éstos que en los
controles v, al representar graficamente ambos valores, la pendiente de la recta es mucho
mas negativa que la de los animales control. Es decir, la diferencia en el nUmero de PGs CB*
de nueva generacion a los 15 y 60 dias de la inyeccidon es mayor en los ratones
heterocigotos que en los controles, por lo que su supervivencia podria verse disminuida
(Figura 18 B).

Por otra parte, la densidad de células CB* en la CG de los animales +/Sey"® es
menor que la observada en los animales control (+/+: 342,33 + 8,18 células CB*/mm?;
+/SeyP®: 167,04 + 19,58 células CB*/mm?; p-valor: 0,001), por lo que la diferenciacién de

neuroblastos a PGs CB* parece estar reducida por la mutacién Sey® (Figura 18 C-E).

El bajo numero de células CCK* dificulta la cuantificacion de su colocalizacion con
BrdU, por lo que decidimos analizar Unicamente la densidad de células positivas para este
marcador en la CG. Al igual que ocurre con los otros marcadores analizados, la densidad de
células CCK* es inferior en los animales heterocigotos para Pax6 respecto a los animales
control (+/+: 123,44 + 2,75 células CCK*/mm?; +/Sey”®: 58,4 + 2,9 células CCK*/mm?; p-
valor: 0,000). Dentro de las poblaciones de interneuronas que expresan este marcador,
tanto las PGs CCK* (+/+: 34,06 + 1,51 PGs CCK*/mm? +/Sey®: 11,13 + 1,32 PGs
CCK*/mm?; p-valor: 0,000), como las células empenachadas externas CCK* (+/+: 89,38 +
3,81 empenachadas externas CCK*/mm?; +/Sey®®: 47,27 + 1,83 empenachadas externas
CCK*/mm?; p-valor: 0,001) se encuentran reducidas en los animales heterocigotos, por lo
que la generacién de estos tipos de interneuronas parece verse afectada por la mutacion.
(Figura 19 A-C).
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La poblacion NOSn*, las células productoras de dxido nitrico, se localizan en todas
las capas del BOP, siendo especialmente abundante en la CG. En esa capa, las células
positivas son células PGs, células superficiales de axdn corto y células empenachadas
externas. Debido a problemas con el doble marcaje NOSn-BrdU, decidimos analizar esta
poblacion evaluando Unicamente la densidad de los elementos positivos. Encontramos una

D¢ respecto a la densidad

densidad menor de células NOSnh* en la CG de animales +/Sey
control (+/+: 325,25 + 39,5 células NOSn*/mm? +/Sey®®: 182,54 + 6,74 células

NOSn*/mm?; p-valor: 0,031) (Figura 19 D-F).

La adquisicion del fenotipo dopaminérgico (células TH*) por parte de las células de
nueva generacion del BOP es tardia (Kowhi et a/, 2005). De hecho, nuestros analisis
revelaron que a los 15 dias post-inyeccion no existian células TH*/BrdU*, por lo que
Unicamente realizamos el andlisis cuantitativo de la generacion de estas dos poblaciones
glomerulares positivas a TH (PGs y SACs) con el grupo de animales de 60 dias de
supervivencia. Ademas, en ninguno de los casos estudiados se encontraron SAC TH* que

fueran de nueva generacién (Figura 20 A-B).

En los animales +/Sey™®, existe una disminucion significativa de células de nueva
generacién que son PGs TH* (+/+: 48,93 + 11,86 %; +/Sey®: 6,46 + 1,7 %; p-valor:
0,024). Sin embargo, la proporcién de PGs TH* que contienen marcaje de BrdU no varia
entre animales +/+ y +/Sey®® (+/+: 4,75 % + 0,89; +/Sey®®: 9,79 % + 2,25; p-valor:
0,106) (Figura 20 A-D). Estos resultados indican que la poblacién de células de nueva
generacion en los animales +/Sey® contiene un nimero menor de células TH*, aunque la
poblacién de células dopaminérgicas en el BOP de los animales +/Sey"® tiene una tasa de
recambio o renovacion de la poblacién similar a la de los animales +/+, por lo que, una vez
formadas, las PGs TH* de los animales +/Sey®® sobreviven en iguales condiciones que las

de los animales control.

En cuanto a la densidad de células TH* en la CG, analizando las dos poblaciones de
células dopaminérgicas y aplicando el factor de correccién para la pérdida de volumen,
encontramos diferencias altamente significativas entre genotipos. Los animales +/Sey”®
tienen una densidad de células dopaminérgicas en los glomérulos mucho menor que los
control (+/+: 284,29 + 25,02 células TH*/mm?; +/Sey"®: 38,18 + 10,94 células TH*/mm?;
p-valor: 0,001) (Figura 20 A, B y E). Estas diferencias son debidas a variaciones en la
incorporacién de PGs dopaminérgicas (+/+: 270,52 + 25,8 PGs TH*/mm?; +/Sey®: 16,37 +
7,49 PGs TH*/mm?; p-valor: 0,001), puesto que la densidad de SAC TH* corregida no varia
entre ambos grupos experimentales (+/+: 13,77 + 2,04 SAC TH*/mm?; +/Sey®: 21,81 +
3,45 SAC TH*/mm?; p-valor: 0,115) (Figura 20 A, By E).
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La CR se expresa en el BOP en una subpoblacion de células PGs y en los granos
situados en la parte mas superficial de su capa. A los 15 y 60 dias de la inyeccion de BrdU,
el porcentaje de células BrdU* que coexpresan CR en la CG de los animales +/Sey®® no
presenta diferencias significativas respecto a los animales control (15d +/+: 37,02 + 4,51
%); 15d +/Sey"®: 38,98 + 7,59%, p-valor: 0,835; 60d +/+: 39,61 + 7,96 %; 60d +/Sey"®:
36,48 + 4,01%; p-valor: 0,743). A los 15 dias de la inyeccién de BrdU, la proporcién de
células CR* que coexpresan BrdU en los animales +/Sey®® tampoco presenta diferencias
significativas con los animales +/+ (+/+: 1,43 + 0,06%); +/Sey®®: 1,59 + 0,31%, p-valor:
0,637). Sin embargo, a los 60 dias de la inyeccion, la proporcién de PGs CR* de nueva
generacion es significativamente mayor en los animales +/Sey®® que en los animales control
(+/+: 0,77 + 0,02%;+/Sey"®: 0,99 + 0,06%); p-valor: 0,026). Representando los valores de
células CR*/BrdU", la diferencia cronoldgica (representada por la pendiente de la linea entre
el nimero de células doble positivas a los 15 y 60 dias tras la inyeccion) en animales
+/Sey®® es similar a la de animales +/+, por lo que no podemos afirmar que la

supervivencia de esta poblacion se vea favorecida en los animales +/Sey”® (Figura 21 A-D).

Analizando la densidad de PGs CR*, observamos que ésta es significativamente
menor en los animales heterocigotos (+/+: 1097,68 + 44,89 células CR*/mm?; +/Sey’®:
622,9 + 40,91 células CR*/mm?; p-valor: 0,001), por lo que la generacién de PGs CR* se ve

comprometida en ausencia de Pax6 (Figura 21 A, By E).

Los andlisis de colocalizacion de BrdU y CR en la capa de los granos no resultan en
diferencias significativas, ni en el porcentaje de granos BrdU* que coexpresan CR (15d +/+:
20,30 + 2,61% granos de nueva generacion CR*; 15d +/Sey®®: 22,50 + 2,72% granos de
nueva generacion CR*; p-valor: 0,592; 60d +/+: 20,10 + 2,53% Granos BrdU*/CR*; 60d
+/Sey”¥: 16,53 + 1,26% Granos BrdU*/CR*; p-valor: 0,275) ni en el porcentaje de granos
CR" que son de nueva generacion (BrdUu™) (15d +/+: 2,47 + 0,19% Granos CR*/BrdU*; 15d
+/Sey”¥: 3,69 + 1,19% Granos CR*/BrdU*; p-valor: 0,275; 60d +/+: 2,04 + 0,31% Granos
CR*/BrdU*; 60d +/Sey®®: 2,15 + 0,29% Granos CR*/BrdU**; p-valor: 0,812) (Figura 22 A-
D)

Al igual que observamos para el resto de poblaciones, la densidad de granos CR* es
significativamente menor en los animales +/Sey® respecto a los control, por lo que se
estan generando menos granos CR* (+/+: 472,34 + 18,11 células CR*/mm?; +/Sey"®:
405,91 + 15,35 células CR*/mm?, p-valor: 0,049) (Figura 22 A, By E).

Los resultados de los analisis de diferenciacion muestran que en el BOP de los
animales +/SeyP® se estd incorporando un nimero menor de células de nueva generacién
tanto en la CG como en la CGr. Los analisis /n vitro de la diferenciacién dan como resultado

una menor generacién de oligodendrocitos y neuronas en los cultivos +/Sey®®, y de todos
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los subtipos neuroquimicos de interneuronas analizados, especialmente de células TH vy
NOSh positivas. Los resultados /in vivo apoyan los obtenidos /n vitro, ya que los animales
+/Sey® presentan una menor densidad de todas las poblaciones de interneuronas
analizadas, tanto en la CG como en la CGr, a excepcion de dos poblaciones que no
presentan diferencias (SACs TH* y células de la CG NeuN*). Ademas, a los 15 dias de la
inyeccion de BrdU ninguno de los porcentajes de colocalizacion con BrdU se ve
incrementado en los animales heterocigotos respecto a los control y la llegada de células de
nueva generacion al BOP es menor en estos animales, por lo que la generacién de todos los
tipos neuroquimicos analizados estd afectada por la falta de un alelo de Pax6. A los 60 dias
de la inyeccion, cuando no hay cambios en el nimero de células de nueva generacién entre
genotipos, encontramos una mayor proporcion de células CB* y CR* en la CG. Aun asi, no
podemos afirmar que la supervivencia de estas poblaciones se vea favorecida en los
animales heterocigotos debido a que presentan tendencias temporales muy negativas al
comparar las proporciones de colocalizacion a los 15 y 60 dias de la inyeccion, respecto a las
de los animales control (Figura 18 B, Figura 21 D y Figura 22 D). También hay que tener en
cuenta que existe una menor proporcion de diferenciacion de nuevas células NeuN tanto en
la CG como en la CGr a los 15 dias de la inyeccion y que una gran parte de las células de
nueva generacion pierden la expresidén de Pax6 a los 60 dias de la inyeccién. Todo ello nos
lleva a plantear que, ademas de los defectos iniciales en la generacion de los distintos tipos
neuroquimicos de interneuronas bulbares que presentan los animales heterocigotos, los
neuroblastos que consiguen llegar al BOP podrian sufrir retrasos en la adquisicion de sus

fenotipos finales como neuronas maduras.

Uno de los procesos que intervienen en la supervivencia y la diferenciacion de las
nuevas neuronas es el establecimiento de conexiones sinapticas (Esquema 1). Debido a que,
por la heterocigosis de Pax6, tanto algunas moléculas de guia axonal como los propios
axones que llegan del nervio olfatorio al glomérulo pueden estar afectados y, por tanto,
estaria afectada la formacién de nuevas sinapsis, nos planteamos analizar la sinaptologia
glomerular. Estudiamos las conexiones realizadas por los distintos subtipos neuroquimicos
de interneuronas yuxtaglomerulares empleados en nuestro estudio, exceptuando Pax6 y
NeuN por ser marcadores nucleares. No se encontraron diferencias en el tipo de sinapsis
realizadas por las PGs de cada tipo neuroquimico entre animales control y heterocigotos,
aunque la densidad de elementos positivos en los animales heterocigotos era claramente

menor que en el caso de los animales control.
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Brevemente, todos los tipos neuroquimicos de PGs analizados reciben y hacen
sinapsis con células mitrales y empenachadas (Figura 23 D-F; Figura 24 C, E, F; Figura 25 B-
D; Figura 26 B, C, E y F; Figura 27 B y D). Los tipos neuroquimicos de PGs que no reciben
sinapsis del nervio olfatorio son las PGs CB* (Figura 23) y las CR* (Figura 25). Sin embargo,
las PGs CCK* (Figura 24 D y F), las NOSn™ (Figura 26 D y F) y las positivas a TH (Figura 27
C) reciben contactos sinapticos del nervio olfatorio. En el caso de los animales heterocigotos,
no se encontraron diferencias en el tipo de conexiones que realiza cada uno de los tipos

neuroquimicos analizados en comparacion a lo que se observa en los animales control.

Los analisis de conectividad de las distintas subpoblaciones de PGs nos permiten
afirmar, por una lado, que las PGs de los animales +/Sey®® son capaces de funcionar como
elementos pre y postsinapticos y que, ademas, la sinaptologia de los subtipos de
interneuronas analizados no varia respecto a la de animales control, a pesar del menor
nimero de células de nueva generacion en general y, en particular, del descenso de

diferentes poblaciones neuroquimicas en el BOP de los animales +/SeyP.

Analisis de la supervivencia de las células generadas

Para conocer si Pax6 esta influyendo en la supervivencia celular realizamos estudios

tanto /n vitro, en células proliferativas y en diferenciacion, como in vivo.

Con el objetivo de conocer si la supervivencia de las células proliferativas estaba
alterada en los heterocigotos para Pax6 evaluamos la tasa de muerte en los cultivos
mantenidos en condiciones proliferativas de CMBOPa a los 2 y 4 DIV en condiciones

proliferativas en CMBOPa adheridas a sustrato.

Los cultivos procedentes de animales +/Sey® presentaban un numero
significativamente menor de células totales que los animales +/+ tanto a los 2 DIV (+/+:
121 + 38,57 células en 10 campos; +/Sey”®: 45,67 + 6,66 células en 10 campos; p-valor:
0,048) (Figura 28 A-B) como a los 4 DIV (+/+: 634 + 197,52 células en 10 campos;
+/SeyP®: 100 + 20,07 células en 10 campos; p-valor: 0,048). Este dato concuerda con el
hecho de que, a los 2 DIV, el niUmero de cuerpos apoptdticos era significativamente mayor
en los cultivos +/SeyP® que en los control (+/+: 0,33 + 0,58 células TUNEL* en 10 campos;
+/Sey”®: 6,33 + 0,58 células en 10 campos; p-valor: 0,000) (Figura 28 A-B). A los 4 DIV no

encontramos diferencias significativas en este parametro (+/+: 1,33 + 0,33 células TUNEL"
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en 10 campos; +/Sey™®: 5,33 + 3,84 células en 10 campos; p-valor: 0,346), aunque el

ndmero de células totales en este momento esta reducido.

La tasa de muerte (porcentaje de células TUNEL* con respecto al total) era 63,73
veces mayor en los cultivos +/Sey®® que en los control a los 2 DIV (+/+: 0,22 + 0,39 %
células TUNEL*; +/SeyP®: 14,02 + 1,91 % células TUNEL*; p-valor: 0,000) y 21,55 veces
mas a los 4 DIV (+/+: 0,22 + 0,07 % células TUNEL* +/Sey®®: 4,74 + 5,25 % células
TUNEL"; p-valor: 0,049) (Figura 28 C), siendo la tasa de muerte en los cultivos control
estable. Teniendo en cuenta estos datos, podemos deducir que los fendmenos que
conducen a la muerte masiva de los precursores proliferativos en los heterocigotos +/Sey"®

son relativamente tempranos.

Durante el desarrollo embrionario, Pax6 influye en la capacidad de diferenciacion de
las células. Para conocer si en la neurogénesis adulta Pax6 podria estar regulando el nimero
de células que se generan, ademas de la proporcion de cada tipo celular, actuando sobre la
capacidad de supervivencia de las células en diferenciacion, realizamos la técnica de TUNEL
en cultivos de CMBOPa sembrados en condiciones de diferenciacién que favorecen la

formacion de tipos celulares neurales: astrocitos, oligodendrocitos y neuronas.

A los 2 DIV, no existen diferencias significativas en el nimero de células en cultivo
entre animales +/+ y /Sey® (+/+: 246 + 45,32 células en 10 campos; +/Sey”®: 175,67 +
23,35 células en 10 campos; p-valor: 0,240) aunque si existe un incremento altamente
significativo tanto del niUmero de cuerpos apoptoticos (+/+: 43 + 9,87 células TUNEL* en 10
campos; +/Sey®®: 124,3 + 17,32 células TUNEL* en 10 campos; p-valor: 0,015) como de la
tasa de muerte (+/+: 17,20 + 0,82% TUNEL"; +/Sey"® : 71,67 + 7,63% TUNEL*; p-valor:
0,002) (Figura 29 C y D). Es decir, el proceso de muerte en los cultivos de los animales
heterocigotos estda incrementado, pero ain no se traduce en un descenso celular

significativo.

A los 4 DIV el descenso de células en los cultivos +/Sey®® es ya muy notable (+/+:
488,67 + 37,89 células en 10 campos; +/Sey"®: 40,67 + 1,86 células en 10 campos, p-valor:
0,049) (Figura 29 A-C). Esta drastica reduccién en el nimero de células totales se traduce
en que el nimero de cuerpos apoptoticos se ve también reducido (+/+: 257 + 15,71 células
TUNEL*; +/Sey®®: 40,67 + 1,86 células TUNEL*; p-valor: 0,049) (Figura 29 A-C). Pese a
ello, el porcentaje de células TUNEL" respecto al total alcanza el 100% en los cultivos
+/SeyP® (+/+: 52,74 + 1,35% TUNEL*; +/Sey®®: 100 + 0 % TUNEL*; p-valor: 0,037)
(Figura 29 A, By D).
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Al igual que ocurria en los cultivos sembrados en proliferacion, las condiciones de
diferenciacion a tipos celulares neurales, en las que las células se siembran en ausencia de
factores de crecimiento, son altamente letales para los precursores haploinsuficientes para

Pax6 desde etapas muy tempranas del proceso de diferenciacion.

Con el objetivo de analizar la supervivencia de las CMBOPa expuestas a condiciones
gue favorecen la diferenciacion neuronal (presencia de suero fetal bovino y baja
concentracion de FGF2), realizamos un recuento de las células totales en los cultivos a los 7
DIV. Asi, encontramos diferencias altamente significativas respecto a los cultivos +/+, ya
que los cultivos +/SeyP® presentan una reduccién del niumero de células en cultivo (+/+:
391,25 + 21,64 células en 10 campos; +/Sey®: 284,2 + 23,25 células en 10 campos; p-
valor: 0,005). Sin embargo, la técnica de TUNEL no mostré un incremento en la tasa de
muerte (+/+: 14,86 + 2,16% TUNEL"; +/Sey®®: 6,44 + 0,52 % TUNEL*; p-valor: 0,215),
por lo que la muerte celular que da lugar a la pérdida de células debe producirse en etapas

mas tempranas del proceso de diferenciacion, o no tiene lugar mediante apoptosis.

Los resultados obtenidos al evaluar la muerte celular y la supervivencia a corto plazo
de las células en ausencia de un alelo para Pax6 demuestran una muerte de los precursores
durante las fases proliferativa y de diferenciacion temprana que no se continla en los

procesos de diferenciacién mas tardia.

Muerte celular in vivo

Para evaluar la muerte celular en la region neurogénica ZSV-CMR-BOP realizamos un
recuento del niUmero de cuerpos apoptdticos en cada una de las secciones y en cada una de
las regiones de interés (ZSV, CMR, CMR-BOP, CI, CPE, CGL, CNO). Nuestros resultados
indican que el nimero de cuerpos apoptéticos es similar entre ambos genotipos, excepto en
la CMR (+/+: 0,66 + 0,36 cuerpos apoptéticos por seccién; +/Sey®®: 0,125 + 0,25 cuerpos
apoptdticos por seccién; p-valor: 0,04) y la CG del BOP (+/+: 0,78 + 0,15 cuerpos
apoptéticos por seccidn; +/SeyP®: 0,26 + 0,09 cuerpos apoptdticos por seccidn; p-valor:

0,028), donde la muerte celular en los animales +/Sey®® se ve reducida significativamente.
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Analisis in vivo de la supervivencia de las células generadas

La estimacion de células BrdU™ a los 60 dias en las regiones neurogénicas de los
animales +/Sey"®, que pondria de manifiesto defectos en la migracidon o autorrenovacion de
la poblacion de células madre, no presenta diferencias significativas respecto a los animales
control. Asi mismo, tampoco existen diferencias significativas en el nimero de células Brdu™*
del BOP ni en el de cada una de sus capas (Tabla XII). Teniendo en cuenta que, a los 15
dias post-inyeccidn, encontramos una reduccién significativa en la incorporacion de células
de nueva generacidn en el BOP de animales +/Sey”®, podemos afirmar que la supervivencia
tardia de las células de nueva generacion esta favorecida en los animales mutantes, lo que

concuerda con los resultados obtenidos /n vitro.

Tabla XII: Estimacion de células de nueva generacion en el BOP y sus capas a los 60 dias
de supervivencia tras la inyeccion de BrdU.

+/+ (Células BrdU*) +/SeyP®Y (Células BrdU") p-valor
BOP 19.466,24 + 4023,43 19.031,36 + 3448,39 0,941
CG 2370,27 + 894,27 684,25 + 209,18 0,174
CPE 1054,29 + 296,27 512,88 + 123,39 0,195
CI 12.599,84 + 1195,11 14.886,18 + 3056,02 0,522

Expresion de moléculas relacionadas con la proliferacion
y la supervivencia de las células

En los analisis /n vitro hemos encontrado cambios muy significativos en la capacidad
de proliferacion, diferenciacion y supervivencia de las CMBOPa. Por ello, y debido a que por
la literatura, la carencia de Pax6 podria estar alterando numerosas rutas de sefializacién y
mecanismos moleculares, decidimos analizar mediante WB la expresidn de moléculas
importantes tanto en la regulacion del ciclo celular y la apoptosis/supervivencia, como en la
respuesta de las células a distintas sefiales extracelulares (cuyo resultado es también la
proliferacion y/o la supervivencia). Para ello, utilizamos cultivos de CMBOPa sembrados en

condiciones de proliferacion y diferenciacion.

Para analizar la expresion de distintas moléculas en las neurosferas, recogimos
muestras proteicas de los cultivos proliferativos cuando estaban confluentes (7 DIV), y

realizamos la técnica de Western Blot para comprobar si existian variaciones en la expresion
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de diferentes moléculas de interés en los cultivos +/Sey® respecto a los control. Hemos
dividido nuestro analisis en 2 grupos de moléculas: las implicadas en sefalizacion en

respuesta a distintos estimulos y las implicadas en la regulacion del ciclo celular.

Moléculas implicadas en la respuesta a estimulos externos

Dentro de este apartado hemos englobado el analisis de la expresion de las kinasas
Akt, fosfo-Akt, PTEN (fosfatasa de Akt) y fosfo-Erk. No se encontraron diferencias
significativas ni en la expresién ni en el nivel de fosforilacion de estas proteinas entre

cultivos +/+ y +/SeyP® en condiciones proliferativas (Tabla XIII, Figura 30 Ay C).

Tabla XIII: Niveles relativos de expresion de moléculas implicadas en la sefializacion en
respuesta a estimulos externos en células proliferativas.
+/+ (Intensidad Relativa) +/SeyP® (Intensidad Relativa) p-valor
Akt 0,80 + 0,10 0,84 + 0,05 0,675
Fosfo-Akt 14+0,6 1,77+£0,41 0,628
PTEN 0,75+ 0,06 0,82 + 0,04 0,385
Fosfo-Erk 3,75+0,63 3,73 11,425 0,992

Moléculas implicadas en la regulacion del ciclo celular

En este apartado hemos incluido el andlisis de la expresion de inhibidores de kinasas
dependientes de ciclinas, como p27P! y p21“P! y de la proteina p53. Los resultados
muestran un incremento del 271% en la expresidn de p27%!, del 303% en la expresion de
p21“P! y un descenso del 57,3% en la expresion de p53 en células proliferativas +/Sey"®
respecto a las +/+ (Tabla X1V, Figura 30 Ey G).

Tabla XIV: Niveles relativos de expresion de moléculas implicadas en la regulacion del
ciclo celular y la supervivencia de células proliferativas.

+/+ (Intensidad Relativa) +/SeyP® (Intensidad Relativa) p-valor
p27¥iPt 0,55 + 0,21 1,49 + 0,08 0,006
p21¢irt 0,10 + 0,04 0,30 + 0,05 0,010
p53 1,16 + 0,11 0,66 + 0,07 0,011
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Analizamos la expresién de estas mismas moléculas en muestras proteicas de
células en diferenciacion a los 2 DIV de la siembra. La eleccion de este tiempo de recogida
se fundamenta en que en ese momento encontramos diferencias en el nimero de cuerpos
apoptdticos, pero no en el nimero de células en cultivo, por lo que podiamos analizar el
mecanismo molecular que conduce a la muerte de los precursores +/Sey®® durante la

diferenciacion.

Moléculas implicadas en sefalizaciéon en respuesta a estimulos externos

Al igual que sucede en las condiciones proliferativas, ni el nivel de expresion ni el de
fosforilacion de las proteinas analizadas presentan variaciones entre ambos genotipos (Tabla
XV, Figura 30 B y D).

Tabla XV: Niveles relativos de expresion de moléculas implicadas en la seiializacion en
respuesta a estimulos externos en células en diferenciacion.

+/+ (Intensidad Relativa) | +/Sey®® (Intensidad Relativa) | p-valor
Akt 5,05 + 0,66 3,29 + 1,10 0,220
Fosfo-Akt 1,59 £ 0,50 0,85+ 0,63 0,390
PTEN 5,50 + 1,03 3,86 £ 1,19 0,336
Fosfo-Erk 22,96 £9,79 21,09 £ 11,19 0,904

Moléculas implicadas en la regulacion del ciclo celular

El andlisis de expresién de p27“P' en las células en diferenciacion no muestra
diferencias significativas (+/+: 1,54 + 0,88 intensidad relativa; +/Sey®®: 1,28 + 0,34; p-
valor: 0,792) (Figura 30 F y H). Por otra parte, las muestras analizadas no presentaron

expresion de p21°P! (Figura 30 F).
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2. Generacion de nuevas células en regiones no
neurogénicas

Como se ha expuesto anteriormente, uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral es
analizar el papel del factor de transcripcion Pax6 en la regulacion de la formacién de nuevas
células en regiones no neurogénicas. Los precursores localizados en ellas son progenitores
gliales que se localizan por todo el encéfalo, son proliferativos, y, en condiciones fisioldgicas,
dan lugar preferentemente a oligodendrocitos. Para estudiar su biologia, decidimos
centrarnos en los precursores NG2* localizados en la corteza, al ser un area de clara
localizacion anatdmica y facilmente diferenciable de las regiones neurogénicas. Estas areas
corresponden a la corteza motora primaria y secundaria, corteza somato sensorial, corteza
piriforme, corteza gustativa, corteza agranular insular, corteza cingulada anterior, corteza
orbital, polo frontal, area visceral, area frontal de asociacion y area prelimbica, segun la
correspondencia de nuestros niveles de estudio con neuroanatomia del cerebro de ratones
de la misma estirpe (C57BL/6) que encontramos en el atlas “ Comparative cytoarchitectonic
atlas of the C57BL/6 and 129/Sv mouse brains” (Hof et al., 2000).

Para abordar este objetivo utilizamos ratones control y heterocigotos Sey® adultos.
La aproximacidén experimental elegida para identificar los precursores proliferativos y su
progenie fueron, al igual que en el estudio de la region neurogénica de la ZSV-CMR-BOP,
inyecciones de BrdU con supervivencias de 30 minutos, 15 dias y 60 dias. Ademas, se utilizd
una linea celular de progenitores gliales de corteza para el analisis de la regulacién de Pax6
por el factor de crecimiento PDGF, esencial para mdltiples aspectos de la modulaciéon de

estos progenitores.

Proliferacion y distribucion in vivo de precursores NG2*

Para conocer si el nimero y localizacion de los precursores NG2* proliferativos en la
corteza esta alterado en ratones haploinsufcientes para Pax6 realizamos una estimacion
estereoldgica del nimero de células BrdU* (30 minutos de supervivencia tras la inyeccion)

en la corteza de animales +/+ y +/SeyP®.

Previo a este analisis realizamos una cuantificacion del volumen de la corteza en
ambos grupos de animales, para conocer si estaba reducido por los efectos de la mutacion
SeyP®, no encontrandose diferencias significativas (+/+: 21 + 1,966 mm?>; +/Sey”®: 18,81 +
0,86 mm?; p-valor: 0,179), por lo que consideramos que el tamafio de la corteza no se ve

alterado por la falta de Pax6.

El recuento de células BrdU* 30 minutos post-inyeccion demostrd que el nimero de

células en fase S del ciclo celular en la corteza de los animales +/Sey®® es
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significativamente mayor que en los animales +/+ (+/+: 826,14 + 86,92 células BrdU";
+/SeyP®: 3253,08 + 833,86 células BrdU*; significacién asintdtica bilateral: 0,034). Esta
diferencia significativa se debe a una mayor cantidad de células BrdU* en las areas corticales
gue se encuentran en los niveles rostro-caudales con ventriculos laterales (+/+: 463,19 +
30,76 células BrdU*; +/SeyP®: 2627,51 + 882,84 células BrdU*; significacion asintdtica
bilateral: 0,034) y en los niveles con BOP caudal (+/+: 27,16 + 0,96 células BrdU®;
+/Sey"®: 78,84 + 17,90 células BrdU™; significacion asintdtica bilateral: 0,034) (Figura 31
A). Para conocer si la distribucion rostro-caudal de las células proliferativas en cada region
de corteza analizada esta alterada, determinamos la densidad de células BrdU* en cada nivel
de interés y comparamos estas densidades entre animales +/+ y +/Sey®, encontrando un
incremento de la densidad en los niveles ZSV-III (+/+: 1,54 + 0,20 células BrdU*/ mm?;
+/SeyP®: 12,07 + 7,62 células BrdU*/ mm?; significacién asintética bilateral: 0,034) y ZSV-I
(+/+: 1,71 + 0,09 células BrdU*/ mm? +/Sey®®: 29,73 + 12,60 células BrdU*/ mm?;
significacion asintdtica bilateral: 0,034) (Figura 31 B). Al igual que lo que sucedia en las
regiones neurogénicas, los cambios significativos en la proliferacién tienen lugar en las

regiones rostrales de la zona analizada.

Una vez conocido que la corteza de los animales +/Sey®® contiene un mayor
numero de células en fase S que la de los animales control, procedimos a identificar la
naturaleza de estos precursores proliferativos, realizando dobles marcajes de BrdU con
distintos marcadores de progenitores gliales: NG2, el receptor a. de PDGF (PDGFRa) y Pax2
(proteinas expresadas por OPCs). Tanto en animales +/+ como +/Sey”® encontramos
colocalizacion total de los marcadores analizados con BrdU (Figura 31 C-E), por lo que los
animales haploinsuficientes para Pax6 presentan un mayor nimero de progenitores NG2*

proliferativos que los animales control.

Diferenciacion in vivo de precursores NG2*

Para conocer el potencial de diferenciacién de estos precursores, realizamos una
estimacion del nimero de células de nueva generacion en la corteza, utilizando animales con
un tiempo de supervivencia de 15 dias tras las inyecciones de BrdU. Asi, encontramos que la
corteza de los animales +/SeyP® presenta un mayor nimero de células de nueva generacién
que los animales control (+/+: 1625,43 + 139,48 células BrdU*; +/Sey®®: 2049,67 + 75,75
células BrdU*; p-valor: 0,014) (Figura 32 A). Esta diferencia significativa se debe a una
mayor presencia de células BrdU* en las areas corticales que se encuentran en los niveles
con ventriculos laterales (+/+: 1128,28 + 140,8 células BrdU*; +/Sey®®: 1582,45 + 60,63
células BrdU*; p-valor: 0,007) (Figura 32 B).
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Para conocer si la distribucion rostro-caudal de las células de nueva generacion en
la corteza esta alterada, analizamos la densidad de células BrdU™ en cada nivel de interés y
comparamos estas densidades entre animales +/+ y +/Sey®®, encontrando un incremento
en la densidad de los animales mutantes en los niveles rostro-caudales ZSV-1V (+/+: 2,32 +
0,47 células BrdU*/ mm?; +/Sey®®: 4,02 + 0,42 células BrdU*/ mm?; p-valor: 0,029), CMR
medial (+/+: 2,30 + 0,26 células BrdU*/ mm?; +/Sey®: 5,4 + 0,75 células BrdU*/ mm?; p-
valor: 0,004) y CMR rostral (+/+: 2,38 + 0,34 células BrdU*/ mm?; +/Sey®: 5,17 + 0,62
células BrdU*/ mm?; p-valor: 0,004) de animales +/Sey®® (Figura 32 B).

Una vez conocido que, a los 15 dias de la inyeccion de BrdU, los animales +/Sey”®
presentaban un mayor nimero de células de nueva generacion que los animales +/+,
decidimos analizar qué tipo de células eran. Para ello, realizamos analisis de colocalizacion
de marcadores de astrocitos (GFAP), neuronas (NeuN) y oligodendrocitos (Sox10) con BrdU.
Los resultados de diferenciacién de animales +/+ y +/Sey®® son similares y las células
BrdU* Gnicamente presentan coexpresion de Sox10 (Figura 32 C y Figura 33). Ademas, en
numerosas ocasiones sus nucleos se sitian al lado de somas neuronales NeuN?¥,
rodeandolos (Figura 33). Todos estos datos muestran que los ratones heterocigotos
+/Sey®® presentan un mayor niimero de oligodendrocitos de nueva generacién en la corteza

rostral.

Supervivencia in vivo de las células de nueva generacion
en la corteza

Para analizar la supervivencia de las células de nueva generacion en la corteza
utilizamos aquellos animales que se sacrificaron 60 dias después de la inyeccién de BrdU y
realizamos una estimacion del nimero total de células BrdU* en la corteza. Las cortezas +/+
y las +/Sey™® no tienen diferencias significativas en el niimero estimado de células de nueva
generacion (+/+: 1796,156 + 499,96 células BrdU*; +/Sey®®: 1282,40 + 494,27 células
BrdU*; p-valor: 0,506) (Figura 34 A) y tampoco presentan diferencias significativas en la
densidad de cada uno de los niveles de estudio, por lo que la distribucion rostro-caudal de
las células es similar en ambos genotipos. Por lo tanto, y a pesar de que la proliferacion
celular y la incorporacidn de nuevos oligodendrocitos en la corteza de animales +/Sey”® es
superior (datos de 15 dias postinyeccion), tras 60 dias el nimero de células es similar en
animales control y heterocigotos. De hecho, comparando la cantidad de células en fase S, la
de células de nueva generacion presentes con 15 dias de supervivencia a las inyecciones de

BrdU y las presentes a los 60 dias (Figura 34 B), vemos que la tendencia de la linea en las
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cortezas control es positiva, es decir, a medida que pasa el tiempo la poblacidon aumenta,
mientras que en la corteza de los animales +/Sey™ la tendencia se invierte, por lo que debe

existir una mayor muerte celular que en los animales control.

Para comprobar si estaba ocurriendo una mayor muerte por apoptosis en las
cortezas +/Sey™® realizamos una cuantificacién del nimero de cuerpos apoptdticos TUNEL*
por seccion, encontrando un nimero significativamente mayor en los animales +/Sey®® que
en los control (+/+: 1,61 + 0,24 células TUNEL*/seccién; +/Sey®: 3,16 + 0,87 células

TUNEL*/seccidn; significacion asintotica bilateral: 0,049) (Figura 34 C).

Para comprobar si, ademas de muerte por apoptosis pudiera existir necrosis debido
a una sobre-activacion microglial, analizamos la densidad de células de microglia (Ibal*) y la
morfologia de estas células, indicativa de su grado de activacion. No se encontraron
diferencias significativas en la densidad de microglia (+/+: 174,92 + 9,28 células
Ibal*/mm? +/Sey®®: 165,51 + 10,01 células Ibal*/mm? p-valor: 0,506) y tampoco se
encontré, morfoldgicamente, una mayor activacion microglial en la corteza de animales
+/Sey®® (Figura 34 D y E). Por lo tanto, el incremento de muerte celular en la corteza de
animales haploinsuficientes para Pax6 no estd causado ni provoca una respuesta de

activacion microglial y la muerte estd ocurriendo principalmente por apoptosis.

Regulacion de Pax6 por PDGF en progenitores gliales
Debido al incremento de OPCs proliferativos que presentan los animales +/SeyDey
tanto en la corteza como en el BOP, y a que PDGF es el principal factor de crecimiento que
regula los parametros que encontramos alterados en dichos animales, decidimos estudiar si
existia una relacion regulatoria entre PDGF y Pax6. Es decir, si la exposicién de los OPCs a
PDGF producia variaciones en la expresion de esta proteina, y si estas variaciones pueden

estar relacionadas con la proliferacién de los progenitores gliales.

Como paso previo al estudio de la regulacién de la proteina Pax6 por el factor de
crecimiento PDGF, realizamos un analisis de la secuencia proteica de Pax6, para conocer su

posibilidad tedrica de fosforilacion por diversas kinasas. Aquellas kinasas capaces de
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fosforilar Pax6 e importantes en la ruta de sefializacién de los factores de crecimiento se

muestran en la Tabla XVI. Los resultados completos del analisis se detallan en el Anexo I.

Ademas, el andlisis de la secuencia proteica de Pax6 muestra que ésta presenta
multiples sitios de unidn, situados principalmente en la regién PST, para proteinas con
dominios SH2 y SH3 (Anexo I). Estos son dominios no cataliticos presentes en proteinas
citoplasmaticas de senalizacidon, reguladas por receptores tirosina kinasa (familia de
receptores a la que pertenecen los PDGFR). La funcién de estos dos tipos de dominios seria,
por lo tanto, la de servir de vinculo entre las tirosina kinasas y sus proteinas diana (Koch et
al, 1991).

Todos estos datos nos permiten concluir que la proteina Pax6 presenta en su
secuencia los sitios consenso necesarios para ser susceptible de regulacion por factores de
crecimiento y sus rutas de sefializacion subyacentes.

Tabla XVI: Fosforilacion teorica de la proteina Pax6 por kinasas implicadas en la ruta de
sefializacion de PDGF. Se detalla, para cada uno de las kinasas, la secuencia de Pax6
susceptible de ser fosforilada, el aminoacido de fosforilacion y su localizacion dentro de
los diferentes dominios de la proteina Pax6.
Kinasa Secuencia Sitio de Dominio dentro de
fosforilacion Pax6
Akt EIRDRLLSEGVCTN Ser 122 Dominio paired (PD)
SMLGRTDTALTNTY Thr 334 PST
CaM II RNQRRQASNTPSHI Ser 293 PST
Erk 1 QPIPQPTTPVSSFT Thr 318 PST
QRRQASNTPSHIPI Thr 295 PST
TTSTGLISPGVSVP Ser 412 PST
PDGFR SSFSTSVYQPIPQP Tyr 310 PST
PKC o/B/y GRYYETGSIRPRAI Ser 79 PD
VSSFTSGSMLGRTD Ser 327 PST
PKC € QYKRECPSIFAWEI Ser 110 PD
KLQRNRTSFTQEQI Ser 79 PD
PKC T RKLQRNRTSFTQEQ Thr 229 Homeodominio (HD)
GRYYETGSIRPRAI Ser 79 PD
PKC p PPVPSQTSSYSCML Ser 366 PST
RKLQRNRTSFTQEQ Thr 229 HD
TALTNTYSALPPMP Ser 341 PST
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PDGF tiene numerosos efectos en la biologia de los progenitores gliales, pero debido
a nuestros resultados /7 vivo, nuestro interés se centré en conocer si PDGF es capaz de
promover la proliferacion de los progenitores gliales de la corteza. Por ello, utilizamos lineas
celulares inmortalizadas de progenitores gliales de corteza de ratones de edad perinatal. En
nuestro estudio, utilizamos 3 grupos distintos de progenitores gliales (NTvA-Z, utilizados
como control y que no sufrieron ningun tratamiento; NTvA-Z tratados con PDGF una hora y
NTVvA-PDGF, que sobre-expresan PDGF y por lo tanto estan en continuo contacto con el
factor de crecimiento), a los que se anadié BrdU durante una hora. El porcentaje de células
BrdU* respecto al total fue significativamente mayor respecto a los progenitores control
(NTVA-Z: 23,27 + 0,77 % BrdU") tanto en los progenitores tratados durante una hora con
PDGF (NTvA-Z + 1 h PDGF: 29,58 + 0,13 % BrdU*; p-valor NTVA-Z vs NTvA-Z + PDGF:
0,001) como en los progenitores NTVA-PDGF (NTvA-PDGF: 37,54 + 0,92 % BrdU*; p-valor
NTvA-Z vs NTvA-PDGF: 0,000) (Figura 35 A). Estos datos demuestran que el tratamiento de

nuestra linea celular de progenitores gliales con PDGF promueve la proliferacion.

Para comprobar si PDGF produce algun efecto en la cantidad de proteina Pax6,
tratamos progenitores gliales NTvA-Z control con PDGF a diferentes tiempos (10, 20, 60 y
180 minutos y 24 horas), recogimos muestras proteicas de cada uno de ellos y detectamos

en ellas la cantidad de Pax6 presente.

Los niveles de proteina Pax6 caen rapidamente tras la adicion de PDGF (10 min).
Posteriormente, el nivel de Pax6 va recuperando valores normales (Figura 35 B). Ademas,
comprobamos la cantidad de proteina Pax6 presente en la linea celular de progenitores
gliales que sobre-expresan PDGF (NTvA-PDGF), resultando ser practicamente nula (Figura
35 C). A la vista de estos resultados, podemos afirmar que PDGF regula la cantidad de
proteina Pax6 presente en los progenitores gliales. Teniendo en cuenta las predicciones de
fosforilacion de la proteina Pax6, las rutas de sefializacion de Akt y Erk, principales vias
activadas por factores de crecimiento y con un papel importante en la regulacion de
progenitores gliales, podrian ser responsables de esta modulacion. Para comprobar esta
hipotesis, utilizamos inhibidores de su activacion y lineas celulares de progenitores gliales

con esas rutas constitutivamente activas.

Cuando utilizamos un inhibidor de la ruta de la Akt (LY294002), los resultados
obtenidos fueron variables pero continuaba observandose una caida en la cantidad de Pax6
total en las células tratadas con PDGF (Figura 35 D). Tras realizar estos experimentos,

comprobamos el nivel de expresion de Pax6 en progenitores gliales con una forma de Akt
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constitutivamente activa. Estos progenitores gliales presentaron un nivel de expresion de
Pax6 elevado (Figura 35 E), y si Akt estuviera implicada en la regulacion estos progenitores

gliales no presentarian expresion de Pax6.

Para comprobar si era Erk la kinasa implicada utilizamos U0129 (inhibidor de la
activacion de Erk). Al inhibir Erk, no se producia la caida en la cantidad de Pax6 total tras el
tratamiento con el factor de crecimiento PDGF (Figura 35 F). Comprobamos también el nivel
de expresion de Pax6 en progenitores gliales con Ras, una kinasa aguas arriba de Erk,
constitutivamente activa, y encontramos niveles de Pax6 comparables a los progenitores
gliales sin tratamiento (Figura 35 G). Por otra parte, para comprobar si Erk era la Unica
kinasa responsable de esta regulacién de Pax6, inhibimos su activacién con U0129 en la
linea celular NTvA-PDGF. La inhibicién de Erk no produjo efectos en la expresion de Pax6 en
los progenitores NTVA-PDGF, que era practicamente inexistente (Figura 35 H). Estos
resultados nos permiten concluir que, aunque Erk estd implicada en el descenso del nivel de

proteina Pax6 en progenitores gliales tratados con PDGF, no es la Unica kinasa responsable.

Debido a los resultados obtenidos en el analisis de la implicacién de Akt y a que Erk
no es la Unica kinasa implicada en el proceso, decidimos comprobar el nivel de expresion de
Pax6 en una linea de progenitores gliales con formas constitutivamente activas tanto de Akt
como de Ras. El empleo de esta linea celular nos permitié comprobar si la combinacion de la
activacion de ambas rutas de sefializacion estaba detras de la regulacion de Pax6 por PDGF.
Encontramos expresidn de Pax6 (Figura 35 I) en estos progenitores, por lo que descartamos

la participacion de Akt en este proceso.
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Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral nos permiten afirmar que, durante
la neurogénesis adulta dirigida al BOP, el factor de transcripcion Pax6 se expresa en una
gran parte de las células madre, precursores altamente proliferativos, neuroblastos y células
de generacion reciente en el BOP. Durante este proceso, Pax6 regula fenomenos tales como
la proliferacion, la autorrenovacion de las células madre, la diferenciacion a oligodendrocitos,
a neuronas y a diferentes subtipos neuroquimicos de interneuronas bulbares. Ademas,
también esta implicado en la supervivencia de las células proliferativas y en el proceso de
diferenciacion. La supervivencia celular a largo plazo se ve favorecida y, aunque la llegada
de nuevas células al BOP es menor en los heterocigotos +/Sey™® adultos, a los dos meses
sus BOPs presentan un nimero equivalente de células de nueva generacion. Ademas, hemos
comprobado que las diferentes poblaciones de PGs del BOP +/Sey®™® realizan contactos
sinapticos similares a los de las PGs de animales control. A la vista de nuestros analisis de
Western Blot realizados en células proliferativas y en diferenciacion, el mecanismo
responsable de estos cambios podria deberse a alteraciones en la expresion de reguladores

del ciclo celular.

Los analisis realizados en los progenitores gliales no neurogénicos de la corteza
demuestran que su proliferacion y diferenciacion también estan reguladas por Pax6. Los
animales heterocigotos +/Sey”® adultos presentan un mayor nimero de progenitores gliales
proliferativos y oligodendrocitos de nueva generacion, pero éstos mueren con mayor
frecuencia que las células control, y la poblacién de nuevos oligodendrocitos a los 2 meses
de las inyecciones de BrdU es similar a la de los animales +/+. Hemos comprobado también
que PDGF, un regulador esencial de los precursores de oligodendrocitos que induce, entre
otras cosas, su proliferacién, provoca un rapido descenso de la expresion de Pax6 en los
progenitores. Esta relacion regulatoria entre PDGF y Pax6 esta mediada, al menos en parte,

por la kinasa Erk.
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ANEXO

Prediccion de union de proteinas con grupo de union a FosfoSerina/Treonina (pST_bind) a
la proteina Pax6.

PROTEINA FUNCION SECUENCIA SITIO DE DOMINIO DE
UNION PAX6
14-3-3 Regulacion del ciclo RKLQRNRTSFTQEQ Thr 229 HD
celular y la apoptosis EIRDRLLSEGVCTN Ser 122 PD
SMLGRTDTALTNTY Thr 334 PST
RNQRRQASNTPSHI Ser 293 PST
P ————————
Prediccion de fosforilacion de la proteina Pax6 por Tirosina kinasas.
KINASA FUNCION SECUENCIA SITIO DE DOMINIO DE
UNION PAX6
Abl Respuesta a factores de Tyr 386 PST
crecimiento. NGRSYDTYTPPHMQ
Proliferacion y migracion
EGFR Receptor de EGF SSFSTSVYQPIPQP Tyr 310 PST
PDGFR Receptor de PDGF SSFSTSVYQPIPQP Tyr 310 PST

I |

Prediccion de fosforilacion de la proteina Pax6 por kinasas de respuesta a dafio en el ADN.

FUNCION

KINASA SECUENCIA SITIO DE DOMINIO
UNION DENTRO DE
PAX6
ATM Respuesta al dafio en el Thr 232 HD
QRNRTSFTQEQIEA
ADN. Punto de control Thr 187 PD-HD
del ciclo celular G2/M TSVPGRPTRDGCQQ
DNA PK Respuesta al dafo en el QRNRTSFTQEQIEA Thr 232 HD
ADN. Punto de control GGGENTNSISSNGE Ser 203 PD-HD
del ciclo celular G2/M TSVPGQPTQDGCQQ Thr 187 PD-HD
PMQPPVPSQTSSYS Ser 363 PST
PGSEPDMSQYWPRL Ser 429 PST
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Prediccion de fosforilacion de la proteina Pax6 por Serina/Treonina kinasas basofilas.

KINASA FUNCION SECUENCIA SITIO DE DOMINIO
UNION DE PAX6
Akt Respuesta a factores de EIRDRLLSEGVCTND Ser 122 PD
crecimiento. Thr 334 PST
Supervivencia SMLGRTDTALTNTY
CaMK-II Plasticidad sinaptica RNQRRQASNTPSHI Ser 293 PST
PKA Regulacion del ciclo KLQRNRTSFTQEQI Ser 230 HD
celular RKLQRNRTSFTQEQ Thr 229 HD
PKC o/B/y Crecimiento celular GRYYETGSIRPRAIL Ser 79 PD
VSSFTSGSMLGRTD Ser 327 PST
PKC & Crecimiento celular QYKRECPSIFAWEI Ser 110 PD
KLQRNRTSFTQEQI Ser 230 HD
PKC ¢ Crecimiento celular RKLQRNRTSFTQEQ Thr 229 HD
GRYYETGSIRPRAI Ser 79 PD
PKC p Crecimiento celular PPVPSQTSSYSCML Ser 366 PST
RKLQRNRTSFTQEQ Thr 229 HD
TALTNTYSALPPMP Ser 341 PST

Prediccion de fosforilacion de la proteina Pax6 por Serina/Treonina kinasas acidofilas.

KINASA FUNCION SECUENCIA SITIO DE DOMINIO
UNION DENTRO
DE PAX6
Caseina Kinasa | Sefalizacion de Wnts y VSSFTSGSMLGRTD Ser 327 PST
1 Shh QPMGTSGTTSTGLI Thr 405 PST
GRTDTALTNTYSAL Thr 337 PST
GTSGTTSTGLISPG Thr 408 PST
GQTGSWGTRPGWYP Thr 172 PD-HD
GRYYETGSIRPRAI Ser 79 PD
GRSYDTYTPPHMQT Thr 387 PST
Caseina Kinasa Ciclo celular y ISSNGEDSDEAQMR Ser 211 PD-HD
2 reparacién del ADN ENTNSISSNGEDSD Ser 206 PD-HD
GSK3 Reparacion del ADN y PMQPPVPSQTSSYS Ser 363 PST
sefializacion por Wnts QPIPQPTTPVSSFT Thr 318 PST
YQPIPQPTTPVSSF Thr 317 PST
PQPTTPVSSFTSGS Ser 321 PST
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Prediccion de fosforilacion de la proteina Pax6 por Serina/Treonina kinasas dependientes
de prolina.
KINASA FUNCION SECUENCIA SITIO DE DOMINIO
UNION DENTRO DE

PAX6
Cdc2 Ciclo celular. GRSYDTYTPPHMQT Thr 387 PST
Transiciones G1-S y YSCMLPTSPSVNGR Ser 375 PST
G2-M QPIPQPTTPVSSFT Thr 318 PST
QRRQASNTPSHIPI Thr 295 PST
Cdk5 Maduracion neuronal, GRSYDTYTPPHMQT Thr 387 PST
migracion, sefalizacion QRRQASNTPSHIPI Thr 295 PST
de Reelina YSCMLPTSPSVNGR Ser 375 PST
QPIPQPTTPVSSFT Thr 318 PST
Erk 1 Respuesta a factores TTSTGLISPGVSVP Ser 412 PST

de crecimiento. Ciclo QPIPQPTTPVSSFT Thr 218 PD-HD
celular, crecimiento, QRRQASNTPSHIPI Thr 295 PST

diferenciacion

P38 MAPK | Apoptosis, crecimiento, QPIPQPTTPVSSFT Thr 318 PST
diferenciacion YSCMLPTSPSVNGR Ser 375 PST
TTSTGLISPGVSVP Ser 412 PST
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Proteinas con dominio SH2 capaces de unirse de forma tedrica a la proteina Pax6.

PROTEINA SECUENCIA SITIO DE UNION DOMINIO DENTRO
DE PAX6

Abl NGRSYDTYTPPHMQ Tyr 386 PST
DTALTNTYSALPPM Tyr 340 PST
SSFSTSVYQPIPQP Tyr 310 PST
PSVNGRSYDTYTPP Tyr 383 PST
crk NGRSYDTYTPPHMQ Tyr 386 PST
SSFSTSVYQPIPQP Tyr 310 PST
DTALTNTYSALPPM Tyr 340 PST
Fgr SSFSTSVYQPIPQP Tyr 310 PST
Fyn SSFSTSVYQPIPQP Tyr 310 PST
Ttk SSFSTSVYQPIPQP Tyr 310 PST
DTALTNTYSALPPM Tyr 340 PST
Lck SSFSTSVYQPIPQP Tyr 310 PST
NGRSYDTYTPPHMQ Tyr 386 PST
Nck PSVNGRSYDTYTPP Tyr 383 PST
NGRSYDTYTPPHMQ Tyr 386 PST
DTALTNTYSALPPM Tyr 340 PST
p85 VPSQTSSYSCMLPT Tyr 368 PST
PLCy DTALTNTYSALPPM Tyr 340 PST
Shc DTALTNTYSALPPM Tyr 340 PST
SSFSTSVYQPIPQP Tyr 310 PST
VPSQTSSYSCMLPT Tyr 368 PST
SKILGRYYETGSIR Tyr 75 PD
SHIP DTALTNTYSALPPM Tyr 340 PST
SSFSTSVYQPIPQP Tyr 310 PST
Src DTALTNTYSALPPM Tyr 340 PST
SSFSTSVYQPIPQP Tyr 310 PST
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Proteinas con dominio SH3 capaces de unirse de forma tedrica a la proteina Pax6.

PROTEINA SECUENCIA SITIO DE UNION DOMINIO DENTRO
DE PAX6

Abl WYPGTSVPGQPTQD Pro 183 PD-HD
TNTYSALPPMPSFT Pro 344 PST
Amphiphysin FTMANNLPMQPPVP Pro 356 PST
Cbl AP LPMQPPVPSQTSSY Pro 362 PST
ANNLPMQPPVPSQT Pro 359 PST
Cortactin TNTYSALPPMPSFT Pro 344 PST
ANNLPMQPPVPSQT Pro 359 PST
SSYSCMLPTSPSVN Pro 373 PST
LPMQPPVPSQTSSY Pro 362 PST

WYPGTSVPGQPTQD Pro 183 PD-HD
Crk ANNLPMQPPVPSQT Pro 359 PST
TNTYSALPPMPSFT Pro 344 PST
Grb2 TNTYSALPPMPSFT Pro 344 PST
SSYSCMLPTSPSVN Pro 373 PST
VYQPIPQPTTPVSS Pro 316 PST
FTMANNLPMQPPVP Pro 356 PST

WYPGTSVPGQPTQD Pro 183 PD-HD
ANNLPMQPPVPSQT Pro 359 PST
Intersectin LPMQPPVPSQTSSY Pro 362 PST
YSALPPMPSFTMAN Pro 347 PST
ANNLPMQPPVPSQT Pro 359 PST
Itk NTYSALPPMPSFTM Pro 345 PST
PLCy NNLPMQPPVPSQTS Pro 360 PST
NTYSALPPMPSFTM Pro 345 PST
PIPQPTTPVSSFTS Pro 319 PST
Src TNTYSALPPMPSFT Pro 344 PST
VYQPIPQPTTPVSS Pro 316 PST
FVNGRPLPDSTRQK Pro 22 PD
SSYSCMLPTSPSVN Pro 373 PST

141







lconografia






Distribucion rostrocaudal del porcentaje de células Pax6
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Figura 1: Expresion de Pax6 en la region neurogénica ZSV-CMR-BOP. (A) Porcentaje de células Pax6* en los
distintos niveles de estudio de ratones +/+ (amarillo) y +/SeyP® (morado). (B) Inmunochistoquimica para
Pax6 a microscopia electronica de transmision. Observamos expresion de Pax6 en los tres tipos celulares del
linaje neurogénico (tipos A, B y C) en animales control. (C) Los animales +/SeyPey también presentan
expresion de Pax6 en todos los tipos de precursores, aunque ésta es menor. (D) IF doble frente a GFAP
(gris) y Pax6 (verde) con los nucleos contratefiidos con IP (rojo) en la que se observa los bajos niveles de
Pax6 en astrocitos neurogénicos. (E) IF frente a PCNA (verde) y Pax6 (azul) con contratincion de IP (rojo) en
la que observamos la presencia de Pax6 en células en division. Barra de escala: 2 um.






Figura 2: Analisis de la estructura de la ZSV en funcion de la disposicion de las células de tipo B. IF frente a
GFAP (verde) de la ZSV in toto de animales control (A y B) y +/SeyP¢¥ (C y D) en la que observamos los
somas de las células tipo B (GFAP*) (A y C) y sus procesos orientados longitudinalmente en la pared
ventricular (B y D). En las imagenes se observa que la heterocigosis para Pax6 no parece afectar a la
estructura de la ZSV.
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Figura 3: Distribucidn rostro-caudal de células proliferativas (PCNA*). (A y B) IF frente a PCNA (verde) e IP
(rojo) de la regioén ventral del nivel ZSV-I de un animal control (A) y de un animal +/SeyP¢¥ (B). Se observa
que la pérdida de un alelo de Pax6 provoca la disminuciéon de células PCNA*+ (verde) y la presencia de un
mayor numero de células totales (IP; rojo). (C) Comparacion del nimero de células totales de la regién
ventral del nivel ZSV-I y del porcentaje de células PCNA* entre animales control (amarillo) y heterocigotos
(morado).
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Figura 4: Distribucion rostro-caudal de células proliferativas (PCNA*) y su coexpresion con Pax6. (A)
Distribucion rostro-caudal del porcentaje de células PCNA* que coexpresan Pax6 en animales control y
heterocigotos. La Unica region donde se aprecian diferencias en este parametro es la CMR. (B) La
distribucion rostro-caudal del porcentaje de células Pax6* que coexpresan PCNA vy, por tanto, estan en ciclo,
es similar en los animales control y +/SeyPey .






A B Distribucion rostrocaudal de

Células en fase S en la ZSV células en fase S en la ZSV
7000 f Ll e .
3 A 2000 | —o— +/Seyr
N 6000, . T
o M +/SeyPer ‘:E . *
p<0.05
£ 5000/ £
o  p<0.05 £1500 Lt
§ 4000 . 3
o
E 3000 1090
7] -
[}] =
w 2000/ 3
L] S 500
2 1000
[$]
ol 0/
ZSV-vV ZSV-IV ZSV-I ZSV-ll ZSV-I

Porcentaje de células
en fase S NG2*

O

100 * ++

& T I B +/Sey®

(_zD_ 80 3 B | +p<00s

2

& 60

[}

1]

S 40

o

Q

X 20

0 T mim

CPE CGr CMR-BOP

Figura 5: Andlisis de las células en fase S (BrdU+*) de la region neurogénica ZSV-CMR-BOP. (A) NiUmero
estimado de células en fase S en la ZSV de animales control (amarillo) y +/SeyP®¥ (morado). Los animales
+/SeyPey tienen una ZSV significativamente menos proliferativa que los animales +/+. (B) Distribucion rostro-
caudal de las células en fase S en los niveles de estudio de la ZSV de animales control (amarillo) y +/SeyPey
(morado). Las diferencias observadas en los animales +/SeyP¢¥ son debidas a alteraciones proliferativas en los
niveles mas rostrales (ZSV-I y ZSV-II). (C) La proporcion de células en fase S que son progenitores gliales
NG2* es mayor en la CPE del BOP de los animales +/SeyP®Y que en la de los animales +/+. (D-F) Células en
fase S (BrdU*; verde) que colocalizan con NG2* (morado) en la CG (D), CPE (E) y CIM (F) del BOP de
animales +/+. Barra de escala: 20 ym.
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Figura 6: Analisis de la tasa de crecimiento de las CMBOPa en flotacion. Fotografias de neurosferas de 1 a 7
dias en cultivo de CMBOPa control (A-C, G-I y M) y +/SeyPey (D-F, J-L y N) en las que se observa el
menor tamafio de las neurosferas +/SeyPeY en comparacion con las +/+. (0) Las medidas de diametro de las
neurosferas +/+ y +/SeyP®¥ muestran que las esferas +/SeyP®Y presentan un diametro significativamente
menor que las control en los dias 2 a 6 de cultivo. Barra de escala: 100 pum.
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Figura 7: Analisis de la capacidad proliferativa de las CMBOPa adheridas a sustrato. (A y B) IF frente a BrdU
(verde) e IP (rojo) de cultivos de CMBOPa a los 4 DIV de un animal control (A) y de un +/SeyPey (B). En
estas imagenes observamos que las neurosferas +/SeyP® no solo presentan un menor nimero de células
totales (IP; rojo) y células proliferativas (BrdU; verde) sino que ademas, la mayoria de las células se
encuentran aisladas o formando pequefios grupos. (C) Cuantificacion del nimero de células totales (IP) y
proliferativas (BrdU+) en cultivos de CMBOPa +/+ y +/SeyPe¥a los 2 y 4 DIV. Ambos parametros disminuyen
significativamente en los cultivos procedentes de animales +/SeyP®. (D) Tasa proliferativa (representada
como porcentaje de células BrdU* respecto al total) de los cultivos +/+ y +/SeyPe a los 2 y 4 DIV. A ambos
tiempos de supervivencia, las células +/SeyPe¥ presentan una tasa proliferativa significativamente menor que

las +/+. Barra de escala: 50 um.
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Figura 8: Analisis de la capacidad proliferativa de las CMBOPa en flotacién. (A y B) Neurosferas +/+ (A) y
+/SeyPey (B) donde se han marcado las células proliferativas con BrdU (verde) y se han contratefiido con IP
(rojo). En el dia de pase, las neurosferas +/SeyPeY presentan tanto un menor nimero de células totales como
proliferativas. (C) Cuantificacion de la media de células BrdU* y de células totales por plano focal de
neurosferas +/+ (amarillo) y +/SeyPeY (morado). (D) Porcentaje de células proliferativas en neurosferas +/+
y +/SeyPey, Las neurosferas de CMBOPa +/SeyP®Y, pese a estar formadas por un menor nimero de células,
presentan una tasa proliferativa mayor que las +/+. Barra de escala: 40 pm.
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Figura 9: Analisis de la capacidad de autorrenovacion de las CMBOPa. (A y B) Seguimiento de un pocillo de
analisis clonal desde el dia /n vitro 1 hasta el DIV 8 en un cultivo +/+ (A) y en un cultivo +/SeyP® (B). (C y
D) Tras 8 DIV las neurosferas +/+ (C) tienen un tamafo similar a las neurosferas +/SeyPey (D). (E-F)
Ejemplos de grupo de 4 a 8 células formado a partir de una célula Unica (E) y de célula aislada viva (F) en
un cultivo +/SeyPey. (G) Porcentaje de generacion de células aisladas, dupletes, grupos de 4 a 8 células, total
de células Unicas que generan grupos de 1 a 8 células y neurosferas con mas de 8 células a partir de células
Unicas +/+ y +/SeyPey. Los precursores +/SeyPeY generan una mayor proporcion de grupos con menos de 8
células, debida a una mayor generacion de células aisladas y de grupos de 4 a 8 células que los +/+. Barra
de escala 100 pm.
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Figura 10: Células BrdU* en la ZSV y CMR 15 dias después de la inyeccion. (A) Grafica que muestra la
distribucion rostro-caudal de las células BrdU+ en los distintos niveles de la ZSV de animales +/+ y +/SeyPey.
En esta region no se observan diferencias significativas entre los dos grupos experimentales. (B) Células
BrdU+* estimadas en la CMR de animales +/+ y +/SeyP®. Los animales heterocigotos presentan un nimero
significativamente menor de células BrdU* en comparacion con los +/+. (C y D) Microfotografias de
inmunohistoquimicas frente a BrdU del nivel medial de la CMR (linea punteada) de un animal +/+ (C) y de un
animal +/SeyPeY (D) en las que se aprecia la disminucion del nimero de células BrdU+ en el animal +/SeyPey
respecto al +/+. (E) Distribucion rostro-caudal de células BrdU+* 15 dias tras la inyeccion en los distintos
niveles de la CMR. Los animales +/SeyPe tienen una densidad de células positivas significativamente menor
que los +/+ en el nivel medial, que no se observa en los otros niveles. (C-D) Barra de escala: 50 pm.
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Figura 11: Diferenciacion de las CMBOPa a neuronas, oligodendrocitos y astrocitos. Diferenciacion a neuronas
TUJ1+* (verde) (A, D, I y L), oligodendrocitos (04+, verde) (B, E, 3 y M) y astrocitos (GFAP+, verde) (C, F, K
y N) de CMBOPa +/+ (A-C e I-K) y +/SeyP¥ (D-F y L-N) tras 1 dia en cultivo (A-F) 6 2 DIV (I-N). (G-H)
Porcentajes de diferenciacion a 1 y 2 DIV representados como nimero de células positivas para cada
marcador respecto a las células totales (DAPI*). Nuestros resultados muestran que las CMBOPa de animales
+/SeyPey sufren cambios en la diferenciacion hacia neuronas y oligodendrocitos.






Figura 12: Diferenciacion de las CMBOPa a subtipos neuroquimicos de interneuronas del BOP. Diferenciacion a
neuronas CB* (verde) de CMBOPa +/+ (A) y +/SeyP® (B). Células CCK* (verde) formadas a partir de cultivos

+/+ (C) y +/SeyPe (D). Neuronas CR* (verde) generadas a partir de células +/+ (E) y+/SeyP® (F). Barra
de escala: 40 pm.
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Figura 13: Diferenciacion de las CMBOPa a subtipos neuroquimicos de interneuronas del BOP. (A y B)
Diferenciacion a neuronas NOSn* (verde) de CMBOPa +/+ (A) y +/SeyP® (B). (C y D) Células TH* (verde)
formadas a partir de cultivos +/+ (C) y +/SeyP¥ (D). (E) Cuantificacion de la proporcidon de células de cada
subtipo respecto al total en cultivos +/+ (amarillo) y +/SeyPe¥ (morado). (F) Cuantificacion del nimero de
neuronas (MAP2ab*) y de la proporcion de neuronas respecto al total de células a partir de células +/+ y
+/SeyPey, Los resultados muestran que en los cultivos +/SeyPeY tanto el porcentaje de neuronas totales como
el de cada subtipo neuroquimico esta reducido drasticamente respecto a los cultivos control. Barra de escala:
40 pm.
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Figura 14: Diferenciacion de las células de nueva generacion a células Pax6* en la CG. (A y B) Planos focales
de la CG de animales +/+ (A) y +/SeyP® (B) de 15 dias de supervivencia en los que se detecta BrdU (verde)
y Pax6 (rojo). La mayoria de las células de nueva generacion colocalizan con Pax6 (puntas de flecha). (C)
Proporcion de nuevas células en la CG de animales +/+ y +/SeyP¢ a los 15 y 60 dias de la inyeccion de BrdU.
(D) Proporcién de células Pax6* de nueva generacion en la CG de animales +/+ y +/SeyPe tras 15 y 60 dias
de inyeccion. (E) Densidad corregida de células Pax6* en la CG de animales +/+ y +/SeyP®. La densidad de
este Ultimo grupo es menor. Barra de escala: 40 pm.
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Figura 15: Diferenciacion de las células de nueva generacion a células grano Pax6*. (A y B) Microfotografias
de la capa de los granos de animales +/+ (A) y +/SeyPey (B) inyectados con BrdU 15 dias antes, en la que
se muestran células BrdU+* (verde) y Pax6* (rojo). Puntas de flecha: Células BrdU*/Pax6*. (C) Proporcion de
nuevas células en la CGr de animales +/+ y +/SeyP® a los 15 y 60 dias de la inyecciéon de BrdU. (D)
Proporcion de células Pax6* de nueva generacion en la CGr de animales +/+ y +/SeyP® tras 15 y 60 dias de
inyeccién. (E) Densidad corregida de células Pax6* en la CGr de animales +/+ y +/SeyP®. La densidad de
este Ultimo grupo es menor.
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Figura 16: Diferenciacion de las células de nueva generacion a células NeuN* del a CG. (A y B) Planos focales
de la CG de animales +/+ (A) y +/SeyPe¥ (B) de 15 dias de supervivencia en la que se detectan BrdU (verde,
flechas) y NeuN (rojo). El porcentaje de células NeuN*/BrdU* (puntas de flecha) a los 15 dias es menor en los
animales +/SeyPey, (C) Proporcion de nuevas PGs NeuN* en animales +/+ y +/SeyPeY a los 15 y 60 dias de la
inyeccién. (D) Proporcion de PGs NeuN+ de nueva generacién a los 15 y 60 dias de la inyeccion. A los 15
dias, los animales +/+ presentan una proporcion mayor de PGs NeuN+* de nueva generacion. A los 60 dias no
hay diferencias significativas. (E) Densidad corregida de células NeuN+ en la CG de animales +/+ y +/SeyPey,
que no presenta diferencias significativas. Barra de escala: 40 pm.
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Figura 17: Diferenciacion de las células de nueva generacion a granos NeuN*. (A y B) Microfotografias de la
capa de los granos de animales +/+ (A) y +/SeyP® (B) inyectados con BrdU 15 dias antes, en la que se
muestran células BrdU+ (verde) y NeuN* (rojo) y BrdU*/NeuN* (puntas de flecha). (C) Proporcion de nuevos
granos NeuN* en animales +/+ y +/SeyP® a los 15 y 60 dias de la inyeccion. (D) Proporcion de granos
NeuN* de nueva generacion a los 15 y 60 dias de la inyeccion. A los 15 dias, los animales +/+ presentan una
proporcién mayor de células NeuN* de nueva generacidn. A los 60 dias no hay diferencias significativas. (E)
Densidad corregida de células NeuN* en la CG de animales +/+ y +/SeyP®. La densidad de granos NeuN+ es
menor en los animales +/SeyPe¥ que en los control.
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Figura 18: Diferenciacion de las células de nueva generacion a PGs CB*+. (A) Proporcion de células BrdU* que
coexpresan CB 15 y 60 dias post-inyeccion. Los animales +/SeyP®y muestran una tendencia hacia el
incremento de la colocalizacion mientras que en los +/+ la proporcion se mantiene estable en el tiempo. (B)
Células CB* de nueva generacion a los 15 6 60 dias de la inyeccion de BrdU. Los animales +/SeyPe¥ presentan
un mayor porcentaje de células CB+*/BrdU+ a los 60 dias de la inyeccion respecto a los control. (C) Densidad
de células CB* en la CG de animales +/+ y +/SeyPe¥ corregida en funcién de la pérdida de volumen. En los
animales +/SeyPey existe una densidad significativamente menor de PGs CB* que en los +/+. (D y E)
Fotografias obtenidas mediante microscopia laser confocal de la capa glomerular de animales +/+ (D) y
+/SeyPey (E) inyectados con BrdU 60 dias antes del sacrificio, en la que se muestran inmunofluorescencias
frente a BrdU (verde) y CB (rojo). Algunas células de nueva generacion (flechas) son PGs CB* (puntas de
flecha). Barra de escala: 40 pm.
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Figura 19: Densidad de células CCK* y NOSn* en la CG. (A y B) Inmunofluorescencia para la deteccion de
CCK en la capa glomerular de ratones +/+ (A) y +/SeyPey (B). En las imagenes se observan células
periglomerulares (puntas de flecha) y células empenachadas (flechas) CCK*. (C) Cuantificacion de la
densidad de células CCK* en la CG de animales +/+ y +/SeyPe donde se observa que los animales +/SeyPey
presentan una densidad significativamente menor de células CCK* respecto a los animales +/+. (D)
Cuantificacion de células NOSn+ en animales control y heterocigotos, en la que se aprecia una disminucién de
la densidad de este subtipo neuroquimico de células yuxtaglomerulares en los animales heterocigotos en
comparacion con los control. (E-F) Deteccion de NOSn en la CG de animales +/+ (E) y +/SeyP¢ (F). Barra
de escala: 75 pm.
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Figura 20: Diferenciacion de las células de nueva generacion a TH+. (A-B) Deteccion de BrdU (verde) y TH
(rojo) en animales +/+ (A) y +/SeyPey (B) 60 dias después de la inyeccion. Algunas células de nueva
generacion (BrdU+) se diferencian a PGs TH* (punta de flecha), pero no a SACs TH* (asteriscos). Los
heterocigotos presentan baja proporcion de células diferenciadas a PGs TH* y una gran disminucion de su
densidad. (C) Proporcion de células BrdU* diferenciadas a PGs dopaminérgicas. El porcentaje de
diferenciacion es mucho menor en los animales /SeyP®. (D) Proporcion de células PGs TH* de nueva
generacion. No existen diferencias significativas entre los dos tipos de animales. (E) Densidad de células
dopaminérgicas totales, de PGs TH* y de SAC TH* en la CG de animales +/+ y +/SeyP®y. Mientras que la
densidad de SACs TH* es similar entre los dos grupos de animales, la densidad de células yuxtaglomerulares
dopaminérgicas asi como la densidad de PGs TH* es menor en los animales +/SeyPe, Barra de escala: 40 pm.
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Figura 21: Diferenciacién de las células de nueva generacion a PGs CR*. (A-B) Microfotografias de
microscopio confocal de la CG de animales +/+ (A) y +/SeyPey (B) de 60 dias de supervivencia tras la
inyeccién de BrdU en la que se detectan células positivas a BrdU (verde) y CR (rojo). Algunas células de
nueva generacion (BrdU+, flechas) colocalizan con CR (puntas de flecha). Se observa una disminucion de la
densidad de PGs CR* en los heterocigotos. (C) Proporciéon de células BrdU+ que coexpresan CR en la CG a
los 15 y 60 dias de la inyeccién de BrdU. (D) Proporcion de células PGs CR* en animales +/+ y +/SeyP® a
los 15 y 60 dias después de la inyeccién. Los animales heterocigotos presentan una mayor proporcién de PGs
CR+ de nueva generacion a los 60 dias, aunque la tendencia de la supervivencia, es decir, la pendiente de la
grafica, es similar a la de los animales control. (E) Densidad corregida en funcion de la pérdida de volumen
de células CR* en la CG de animales +/+ y +/SeyP®. La densidad en este ultimo grupo es significativamente
menor. Barra de escala: 40 pm.
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Figura 22: Diferenciacion de las células de nueva generacion a granos CR*. (A-B) Microfotografias de la capa
de los granos de animales +/+ (A) y +/SeyPe (B) inyectados con BrdU 60 dias antes del sacrificio, en la que
se muestran células BrdU+* (verde) y CR* (rojo) y células BrdU*/CR* (puntas de flecha). Se observa una
menor densidad de granos CR* en los animales +/SeyP®. (C) Proporcion de células de nueva generacion en
la CGr CR* en animales +/+ y +/SeyP® a los 15 y 60 dias después de la inyeccion. (D) Proporcion de granos
CR* de nueva generacion. (E) Densidad corregida en funcion de la pérdida de volumen de células CR* en la
CGr de animales +/+ y +/SeyP®. La densidad de los heterocigotos es significativamente menor.






Figura 23: Conectividad de las células periglomerulares CB*. (A) Microfotografia de la CG tefiida contra CB. El
Unico tipo celular positivo para este marcador son PGs. (B) Ultraestructura de un soma de una PG CB*. (C)
Panoramica a MET del neuropilo glomerular en la que se observa la distribucion de los perfiles CB+ (muy
electrodensos) preferentemente fuera de las regiones ocupadas por el NO. (D) PG CB* recibiendo un
contacto asimétrico (flecha) de una M/E en un animal +/+. (E) PG CB* realizando un contacto simétrico con
una M/E (punta de flecha) en un animal +/+. (F) PG CB* de un animal +/SeyPe recibiendo una sinapsis
asimétrica de una M/E (flecha) y haciendo un contacto simétrico con la misma (punta de flecha). (A) Barra
de escala: 20 ym. (B y C) Barra de escala: 2 um. (D-F) Barra de escala: 200 nm.






Figura 24: Conectividad de las células periglomerulares CCK*. (A) Microfotografia de un glomérulo +/+ en el
que se detecta CCK y se observan células PGs CCK* (flechas) y células empenachadas externas (asteriscos).
(B) Panoramica a MET del neuropilo glomerular en la que se aprecia la distribucion de los perfiles CCK* tanto
en el compartimento del NO (flechas) como en el no-NO. (C) PGs CCK* de una animal +/+ realizando un
contacto simétrico con perfiles de M/Es (punta de flecha) y recibiendo sinapsis asimétricas de las mismas
(flechas). Algunos de estos contactos son reciprocos. (D) Perfil de PG CCK* de un animal +/+ recibiendo
sinapsis del NO (flecha). (E) Gémulas de PGs CCK* de una animal +/SeyPeY que son elementos postsinapticos
asimétricos de contactos con M/Es (flechas) y realizan contactos simétricos con M/Es (puntas de flecha).
Algunas de las sinapsis son reciprocas. (F) Dendritas de PGs CCK* que reciben sinapsis del NO y realizan
contactos simétricos con M/Es en un animal +/SeyP®y. (A) Barra de escala: 20 um. (B) Barra de escala: 1
pm. (C-E) Barra de escala: 200 nm. (F) Barra de escala: 500 nm.






Figura 25: Conectividad de las células periglomerulares CR*. (A) Microfotografia de un glomérulo +/+ tefido
contra CR en el que se observan células PGs CR*. (B) Gémula de PG CR* de un animal +/+ realizando una
sinapsis reciproca con una M/E (sinapsis simétrica: punta de flecha; sinapsis asimétrica: flecha). (C) PG CR*
de un animal +/SeyP® recibiendo un contacto asimétrico de una M/Es (flecha). (D) Dendrita de una PG CR*
de un animal +/SeyPe¥ que realiza un contacto simétrico con una M/E (punta de flecha). (A) Barra de escala:
20 ym. (B) Barra de escala: 500 nm. (C y D) Barra de escala: 200 nm.






Figura 26: Conectividad de las células periglomerulares NOSn*. (A) Fotografia de microscopia dptica de los
elementos positivos para NOSn en la CG de un ratdn +/+. Los tipos celulares positivos son células
empenachadas externas (puntas de flecha), células superficiales de axon corto (asteriscos) y células
periglomerulares (flechas). (B) Célula M/E realizando un contacto asimétrico (flecha) sobre una gémula de PG
NOSn* en un animal +/+. (C) Célula PG NOSn* de un animal +/+ que hace contacto simétrico con una M/E
(punta de flecha). (D) Gémula de una PG NOSn* de un animal +/+ que recibe una sinapsis de un terminal
del NO (flecha). (E) Gémula de una PG NOSn* de un animal +/SeyP®¥ que recibe sinapsis asimétricas del NO
y de una M/E (flechas) y a su vez hace sinapsis sobre una M/E (punta de flecha). (F) PG NOSn* de un animal
+/SeyPey que recibe una sinapsis del NO (flecha). (A) Barra de escala: 20 um. (B-F) Barra de escala: 200
nm.






Figura 27: Conectividad de las células periglomerulares TH* (A) Ultraestructura del soma de una PG TH*, con
el anillo estrecho de citoplasma caracteristico de este tipo celular. (B) Gémula de una PG TH* realizando un
contacto simétrico con una M/E (punta de flecha). (C) Terminales del NO realizando contactos asimétricos
con una dendrita de PG TH* (flechas). (D) Perfil de PG TH* realizando sinapsis reciproca con una M/E (flecha
y punta de flecha). (A) Barra de escala: 2 pm. (B-D) Barra de escala: 200 nm.
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Figura 28: Andlisis de la supervivencia de las CMBOPa proliferativas adheridas a sustrato. (A y B) Cultivos de
CMBOPa +/+ (A) y +/SeyP®y (B) de 2 DIV con tincion nuclear por DAPI (azul) y de cuerpos apoptoticos
TUNEL* (verde). Mientras que en el cultivo control no se detectan cuerpos apoptdticos, en el +/SeyPey se
observa un incremento significativo de células TUNEL*. (C) Cuantificacion de la tasa de muerte en
condiciones proliferativas a los 2 y 4 DIV que demuestra un acusado incremento del porcentaje de células
TUNEL* en los cultivos +/SeyP¢ frente a los +/+. (A-B) Barra de escala: 20 pm.
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Figura 29: Supervivencia de las CMBOPa en condiciones de diferenciacion a tipos celulares neurales. (A y B)
Técnica de TUNEL (verde) y contratincion con IP (rojo) realizada en un cultivo +/+ (A) y en uno +/SeyPey
(B) en condiciones de diferenciacion neural a los 4 DIV. El cultivo +/SeyPe¥ presenta un menor numero de
células en comparacion con el control y ademas, las pocas células que quedan son apoptoéticas (verde). (C)
Recuento de células TUNEL* y de células totales en cultivos +/+ (amarillo) y +/SeyP®Y (morado) a los 2 y 4
DIV que demuestra la importante muerte por apoptosis que sucede en los cultivos procedentes de animales
heterocigotos. (D) Analisis de la tasa de muerte medida como el porcentaje de células TUNEL* respecto al
total en cultivos control (amarillo) y +/SeyP¢Y(morado). La tasa de muerte es mayor en los cultivos +/SeyPey,
tanto a los 2 DIV como a los 4 DIV. De hecho, tras 4 DIV el 100% de las células del cultivo +/SeyPey son
TUNEL*. (A y B) Barra de escala: 20 pm.
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Figura 30: Nivel de expresion de moléculas relacionadas con la proliferacion y la supervivencia de las células.
(A y B) Cuantificacion de la expresion de Akt, fosfo-Akt (p-Akt), PTEN y fosfo-Erk (p-Erk) en células
proliferativas (A) y células en diferenciacion (B). No existen diferencias en la expresion de ninguna de estas
proteinas entre animales +/+ y +/SeyPey. (C y D) Western Blots frente a Akt, p-Akt, PTEN y p-Erk en células
proliferativas (C) y en diferenciacion (D) de animales +/+ y +/SeyPe. Se ha utilizado GAPDH como control
de carga (E y F) Expresion de reguladores del ciclo celular (p27Kip1, p21Cipl y p53) y GAPDH en células
proliferativas (E) y en células en diferenciacion (F). Las células en diferenciacion no presentan expresion de
p21Cipl. (G y H) Intensidad relativa de la expresion de reguladores del ciclo celular en células proliferativas
(G) y en células en diferenciacion (H). Las células proliferativas +/SeyP®Y presentan alteraciones en la

expresion de estos reguladores.
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Figura 31: Precursores proliferativos de la corteza. (A) Estimacion del nimero de células en fase S (BrdU*) en
la corteza de animales +/+ y +/SeyPey. Estos Ultimos presentan un mayor nimero de células proliferativas en
los niveles en los que hay ventriculo lateral y BOP. (B) Densidad de células proliferativas a lo largo del eje
rostro-caudal de la corteza analizada. Las diferencias significativas se detectan en la corteza correspondiente
a los niveles ZSV-III y ZSV-1. (C -F) Las células proliferativas de la corteza (BrdU*, verde) coexpresan NG2
(rojo) (C), PDGFRa (rojo) (D), y Pax2 (rojo) (E), todos ellos marcadores tipicos de precursores de
oligodendrocitos. (C y D) Barra de escala 50 um. (E) Barra de escala 10 pm.
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Figura 32: Diferenciacion de células de nueva generacion en la corteza. (A) Estimacion del nimero de nuevas
células en la corteza de animales +/+ y +/SeyP® 15 después de inyectar BrdU. Estos Ultimos presentan un
mayor nimero de nuevas células en los niveles en los que hay ventriculo lateral. (B) Densidad rostro caudal
de las nuevas células 15 dias después de las inyecciones de BrdU. Los animales +/SeyPe¥ tienen una mayor
densidad de nuevas células en todos los niveles estudiados, siendo estadisticamente significativa en los
niveles ZSV-1V, CMR-M y CMR-R. (C) Colocalizacion del marcador de oligodendrocitos Sox10 (rojo) con BrdU
(verde). Barra de escala 16 pm.






Figura 33: Diferenciacion de células de nueva generacion en la corteza. Nicleo BrdU* (verde) que rodea a
otro nlcleo NeuN+ (marcador neuronal, rojo). Las distintas imagenes se han tomado, con el microscopio laser
confocal, con una diferencia de profundidad de 0.9 um entre ellas y muestran como la célula de nueva
generacion (BrdU+) rodea el soma de una neurona (NeuN+) en una disposicion tipica de los oligodendrocitos
satélite. En la Ultima imagen se representan los pixeles de un Unico plano focal de la zona senalada por la
cruz blanca para poder comprobar a mayor detalle que los pixeles rojos y verdes no colocalizan.
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Figura 34: Supervivencia de células de nueva generacion en la corteza. (A) Estimacion del nimero de células
de nueva generacion en la corteza de animales +/+ y +/SeyP® 60 dias después de la inyeccion de BrdU. No
se observan diferencias significativas entre genotipos. (B) Comparacion de la estimacion de células BrdU+*
tras 30 minutos, 15 y 60 dias después de la inyeccion de BrdU en animales +/+ (amarillo) y +/SeyPey
(morado). La tendencia de los animales +/+ es creciente, mientras que la de los animales +/SeyP® es
negativa, con un nimero mucho mayor de células proliferativas que diferenciadas. (C) Cuerpos apoptdticos
por seccion en la corteza de animales +/+ (amarillo) y +/SeyP®y (morado). Se observa un incremento
significativo de la muerte por apoptosis en células con pérdida de un alelo de Pax6. (D) Microglia identificada
mediante inmunofluorescencia frente a Ibal (verde), en la corteza de animales +/+ y +/SeyP¢. La densidad
de células de microglia, asi como su estado de activacion, no se ve alterada en los animales heterocigotos.
Barra de escala 40 pm.
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Figura 35: Regulacion de Pax6 por PDGF. (A) Porcentaje de progenitores gliales proliferativos (BrdU*) en
condiciones normales (NTvA-Z; Wt), con una hora de tratamiento con PDGF (NTvA-Z + PDGF) y de
progenitores gliales que sobreexpresan PDGF (NTvA-PDGF). PDGF promueve la proliferacion de los
progenitores gliales. (B) Deteccion de proteina Pax6 total mediante WB en progenitores gliales control con y
sin tratar con PDGF a diferentes tiempos. Se observa un descenso rapido en la cantidad de proteina Pax6 tras
el tratamiento. (C) Expresion de Pax6 en progenitores gliales que sobreexpresan PDGF cultivados con (FBS) y
sin suero fetal bovino (SFBS). La expresion de Pax6 es practicamente nula en estos progenitores. (D) Efecto
de la inhibicion de Akt con LY294002 en la expresion de Pax6 tras tratamiento con PDGF. La inhibicion de Akt
no impide el efecto del tratamiento con PDGF en la expresion de Pax6. (E) Expresion de Pax6 en
progenitores gliales con Akt constitutivamente activa cultivados sin suero, que mantienen la expresion de la
proteina. (F) La inhibicion de Erk con U0129 impide el efecto del tratamiento con PDGF sobre la expresion de
Pax6, por lo que esta kinasa esta implicada en la regulacion. (G y H) Expresion de Pax6 en progenitores
gliales con Ras constitutivamente activa cultivados sin suero (SFBS) (G) y expresion casi nula de Pax6 tras la
inhibicion de Erk (U0129) en progenitores que sobreexpresan PDGF (H). Estos resultados demuestran que
Erk no seria la Unica kinasa implicada en la regulacion de Pax6 por PDGF. (I) La expresion de Pax6 en
progenitores gliales con Ras y Akt constitutivamente activas confirma que Akt no esta implicada en la
regulacion por PDGF.
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DISCUSION

1. La bhaploinsuficiencia, la variabilidad y los
estados atractivos

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que los animales +/Sey®® sufren
alteraciones en distintos procesos de generacion de nuevas células en el SNC adulto, tanto en la
neurogénesis dirigida al BOP como en la generaciéon de nuevos oligodendrocitos en la corteza.
Estas alteraciones provienen de la implicacion directa de la proteina Pax6 en la regulacion de
estos procesos. Sin embargo, la ausencia de cambios en algunos de los procesos analizados
(autorrenovacion de células madre y sinaptologia) no implica que Pax6 no los esté regulando,
ya que nuestros andlisis han sido realizados con animales haploinsuficientes. El término
haploinsuficiencia define un fenotipo asociado a la inactivacion de un Unico alelo en un
organismo diploide. El concepto mas difundido es que ese fenotipo refleja el requerimiento de
mas de la mitad del nivel diploide del producto génico, pero este concepto excluye fenémenos
de compensacién de dosis como por ejemplo, un incremento en la expresion del alelo que
queda. Hay algunos autores (Cook et al, 1998; revision en Nijhout, 2003) con un punto de
vista diferente. Estos consideran que algunos sindromes de haploinsuficiencia pueden ser
consecuencia de retrasos o interrupciones en la expresion génica debidos al azar (por ejemplo,
activacion o inactivacion de alelos de un mismo gen). Estos sucesos estan atenuados cuando
una célula tiene dos copias validas del mismo gen, y son relativamente insensibles a la
compensacion de dosis. Cuando un organismo posee una Unica copia de un gen seria mucho
mas susceptible a que sus células respondan de manera diferente ante una misma sefial. De
hecho, esto podria ocurrir incluso cuando el producto génico estuviera en un nivel de equilibrio
de partida similar al de un sistema diploide, siempre que se requiriera la expresiéon de novo del
gen para la respuesta (McAdams y Arkin, 1997). Este fendmeno podria estar detrds de los
resultados obtenidos en el analisis clonal realizado en el presente trabajo, segin los cuales
algunas células de los animales +/Sey® son capaces de generar una neurosfera, mientras que
otras dan lugar a pequefios grupos de menos de 8 células y algunas otras permanecen aisladas,

vivas pero quiescentes. Sucesos, estos dos Ultimos, no observados en cultivos control.

Muchos sindromes de haploinsuficiencia estan asociados a mutaciones en genes que
codifican para factores de transcripcién y/o moléculas de sefalizacion (Ton et al, 1991;
Vortkamp et al,, 1991; Halford et al,, 1993; Reiner et al,, 1993; Tommerup et al., 1993; Edery
et al,, 1994; Cameron et al, 1996; Nobukuni et a/, 1996; Pingault ef a/, 1998). De hecho,
muchos sindromes de haploinsuficiencia provocan alteraciones en el desarrollo embrionario y
son muy sensibles al niUmero de copias génicas, entre ellos, aquellos sindromes relacionados
con Pax6 (Ton et al,, 1991). La haploinsuficiencia de Pax6 estaria alterando la probabilidad de
que los promotores de sus genes diana se activen. De este modo, se produciria una activacion
diferencial de los genes diana en distintos tipos de células. Por ello, las mismas sefiales podrian

producir respuestas de distinto signo o intensidad en células diferentes. Mientras que algunos
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factores de transcripcion pueden interactuar solo en un sitio del promotor, otros interactdan en
muchos sitios de un mismo promotor. En este Ultimo caso, el inicio de la transcripcion génica
puede requerir la ocupacion de muchos, si no de todos, los sitios de union por parte del factor
de transcripcion. La probabilidad de ocupar un sitio de unidon debe ser proporcional a la
concentracion del factor de transcripcion (Seidman y Seidman, 2002). Por ello, cuantos mas
sitios de union tenga el promotor de un gen para un factor de transcripcién determinado, mas
sensible sera su expresion a la concentracion celular de éste. De esta forma, en una mutacion
gue produzca haploinsuficiencia, el cambio en la concentracién de un factor de transcripcion
podria tener efectos en la expresidn génica tanto sustanciales (sobre los genes cuyos
promotores tengan muchos sitios de unién para él) como casi imperceptibles (sobre los genes
con uno o pocos sitios de unién en su promotor) (Seidman y Seidman, 2002). Por este motivo,
no todos los genes afectados por la ausencia total de un factor de transcripcion son los mismos
gue se afectan en su haploinsuficiencia y los fenotipos serian diferentes (Davis-Silberman et al.,
2005). Este supuesto se cumple en el caso de las diferentes mutaciones del gen Pax6 (Callaerts
et al., 1997).

Teniendo en cuenta nuestros resultados, ya que todos los subtipos neuroquimicos de
interneuronas del BOP analizados y los oligodendrocitos generados en la regiéon neurogénica de
la ZSV-CMR-BOP sufren drasticas reducciones en los animales heterocigotos, los genes que
participan en su diferenciacion se verian afectados por la haploinsuficiencia, lo que sugiere,
segln la teoria estocastica de la expresidén génica, que podrian tener un nimero elevado de
sitios de unidon para Pax6 en su promotor. El caso de la participacion de Pax6 en la
autorrenovacion de las células madre seria diferente. Se ha descrito durante el desarrollo
embrionario que la ausencia total de Pax6 provoca cambios en la autorrenovacion de diferentes
precursores (Duparc et al, 2007; Quinn et al, 2007; Sansom et al, 2009). Sin embargo,
nosotros no hemos encontrado diferencias en la generacion de neurosferas a partir de células
Unicas +/Sey®® en comparacién con células Unicas control. Estos datos indican que los genes
regulados por Pax6 implicados en este proceso podrian tener un nimero bajo de sitios de union
para la proteina Pax6 en su promotor y verse afectados por la haploinsuficiencia de forma
variable. Otros resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, como el hecho de que las células
madre de la region neurogénica ZSV-CMR-BOP control presenten un bajo nivel de expresion de
la proteina Pax6 apoyan esta hipdtesis. Ademas, el mantenimiento de niveles bajos de
expresion de la proteina en precursores neurogénicos de la retina durante el desarrollo
embrionario son necesarios para su re-entrada en ciclo, y por tanto para su autorrenovacion

(Hsieh y Yang, 2009), hecho que también apoya esta hipdtesis.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos permiten proponer que Pax6 es un
regulador esencial de las decisiones de destino a las que se enfrentan las células madre adultas.
Una célula madre tiene varias posibilidades de destino enfrentadas: autorrenovacion,

diferenciacion y especificacion de linaje, muerte celular programada y quiescencia. Comprender
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las decisiones sobre el destino celular de una poblacion de células madre es algo
tremendamente importante pero muy complejo de estudiar. Parte de esa complejidad viene
dada porque las poblaciones de células madre y progenitores son a menudo muy heterogéneas.
Un enfoque basado en la biologia de sistemas puede resultar muy Util para comprenderlas.
Segun este enfoque, los diferentes destinos pueden considerarse como estados estables
atractivos en términos matematicos. El que cada uno de estos destinos sea considerado como
un estado estable significa que los destinos celulares no son demasiado sensibles a pequefias
fluctuaciones de la expresion génica pero si son lo suficientemente flexibles para permitir el
cambio de estado en respuesta a sefiales intrinsecas o extrinsecas (Enver et al., 2009). Las
rutas moleculares implicadas en la regulacion de estos destinos no son muy conocidas, aunque
se acepta de forma general que los factores de transcripcion son reguladores clave de esta
toma de decisiones, ya que recientemente se ha puesto de manifiesto la gran relevancia de la
regulacién traduccional y postraduccional en el control de estos procesos (Lu et a/, 2009).
Ademas, la regulacion mediada por factores de transcripcion es uno de los primeros hechos que
suceden durante esta toma de decisiones, precediendo a los cambios epigenéticos. Pese a la
estabilidad de cada una de las decisiones tomadas, la alteracién del nivel de expresion de un
Unico factor de transcripcion es suficiente para alterar el destino de la célula (Gurdon y Melton,
2008). Es decir, el desajuste en la expresion de uno de los componentes de la ruta molecular
conlleva la pérdida de la estabilidad y provoca un cambio de estado hacia otro que sea estable,
también conocido como atractivo. Sin embargo, hay que tener en cuenta que no suele existir un
Unico estado de equilibrio en los sistemas dinamicos, por lo que cada uno de ellos presenta mas
de un estado atractivo (Enver et al, 2009). Metaféricamente, se suele comparar un estado
atractivo con un valle en un paisaje montainoso y se pone el ejemplo de una bola que rueda a
través del paisaje y que acaba por llegar a uno de sus valles, donde se deposita en el fondo. En
ese caso, la bola habrad alcanzado uno de los estados estables del sistema. Poniendo estos
términos en un contexto celular, un estado atractivo puede ser, por ejemplo, uno de los tipos
celulares que constituyen un tejido, que a su vez es la representacion de un conjunto de genes
y proteinas expresados en ese tipo celular. Asi, un estado excesivamente estable haria a una
célula imperturbable ante las senales externas que pueda recibir. Por ello, se cree que las
células madre y los progenitores se corresponden con un estado atractivo de menor estabilidad
gue una célula diferenciada (Enver et al/, 2009). Nuestros resultados indican que son
precisamente las células mas indiferenciadas (progenitores proliferativos y células en los
primeros estadios de diferenciacion), las mas sensibles a la haploinsufciencia de Pax6. Teniendo
en cuenta todos estos datos, proponemos que Pax6 es un regulador esencial en la toma de
decisiones de destino celular en la neurogénesis adulta, y que un correcto nivel de expresion de
Pax6 (que puede ser diferente para cada uno de estos procesos) seria esencial para la
estabilidad del sistema. Nuestros resultados in vitro indican que, ante la ausencia de un nivel
correcto de Pax6, mueren una mayor proporcion de progenitores, por lo que la poblacion de

células cuyo estado estable fuera un destino de muerte celular estaria incrementada al
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producirse este desequilibrio en el sistema. Sin embargo, al utilizar como modelo experimental
animales heterocigotos, nos encontramos con una poblacién celular muy heterogénea en la
expresion de Pax6, mas sensible a las perturbaciones estocasticas de la expresion génica.
Debido a ello, algunos de los precursores podrian tener variaciones en la expresion de Pax6 que
no fueran suficientes para desestabilizar el sistema (al ser capaces de activar la expresion
génica de forma adecuada), y asi conseguir llegar al BOP, integrarse como interneuronas y
sobrevivir. El caso de los progenitores adultos de oligodendrocitos seria diferente. Las células
podrian necesitar la expresion de Pax6 para mantenerse quiescentes, y las senales regulatorias
que gobiernan su proliferacion y diferenciacion, como PDGF, disminuirian esta expresion y como
resultado las células entrarian en ciclo. Por tanto, en esta ocasion, el desequilibrio del sistema
debido a la haploinsuficiencia de Pax6 estaria incrementando la poblacién de células

proliferativas.

2. Pax6, el ciclo celular y las decisiones de destino

Muchos autores relacionan aspectos de la regulacion del ciclo celular con la dindmica de
las poblaciones de células madre y con decisiones celulares del tipo autorrenovacion versus
diferenciacion (Coskun y Luskin, 2002; Cremisi ef a/., 2003; Dehay y Kennedy, 2007; Farkas y
Huttner, 2008; Zhong et a/., 2008; Boheler, 2009). Ademas, hay que tener en cuenta que la
muerte celular es otro de los destinos posibles de las células. Por ello, y debido a que en los
heterocigotos +/SeyP®¥ observamos variaciones en la autorrenovacién, proliferacion,
diferenciacion y supervivencia temprana de los precursores, realizaremos una discusion
conjunta de estos resultados, relacionandolos con posibles alteraciones en el ciclo celular. Esta
hipotesis de participacion de Pax6 en la regulacion de la neurogénesis adulta mediante la
modulacion del ciclo celular se basa, por una parte, en que numerosos estudios de desarrollo
embrionario (tanto de corteza como de retina) han puesto de manifiesto alteraciones del ciclo
en células carentes de Pax6 (Warren et al., 1999; Estivill-Torrus et al, 2002; Maekawa et a/.,
2005; Berger et al., 2007; Duparc et al., 2007; Quinn et al., 2007; Manuel et al., 2007; Xu et
al.,, 2007; Sansom et al, 2009), y por otra en nuestros propios resultados. Nuestros analisis
mediante Western Blot de la expresion de reguladores del ciclo celular (como p27, p21 y p53)
demuestran que existen variaciones en la expresion de estas proteinas en células proliferativas
procedentes de animales heterocigotos para Pax6, por lo que estas células presentan una

desregulacién de su ciclo celular.

La proliferacion y la parada de ciclo para el crecimiento celular se regulan mediante el
balance de sefiales extrinsecas e intrinsecas a los precursores, que regulan la entrada en ciclo,
su progresion y su salida (Cunningham y Roussel, 2001). Hay dos parametros relacionados que
regulan el balance entre autorrenovacion de los precursores y su diferenciacion y, por ello, en

ltimo término controlan el nimero de neuronas que se generan. Estos dos parametros
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relacionados son la velocidad de progresién a lo largo del ciclo celular y el balance entre las
reentradas en ciclo y la salida (Dehay y Kennedy, 2007; Pilaz et a/., 2009). Si se produce una
alteracion del balance entre reentradas en ciclo y precursores que salen, en el sentido de que
se aumenta el nimero de precursores que salen de ciclo, obtendriamos una mayor produccion
de neuronas. Sin embargo, este incremento neuronal sera a corto plazo, porque el conjunto de
progenitores se agotard y no se producirdn neuronas mas adelante. Este efecto se ha
observado durante el desarrollo de la retina y la corteza de ratones homocigotos sin Pax6
(Duparc et al,, 2007; Sansom et a/., 2009). El aumentao de la proporciéon de precursores que
vuelven a entrar en ciclo tras la division inicial producira el efecto contrario (un descenso inicial
en la neurogénesis y un incremento posterior al haberse aumentado el numero de
progenitores), como sucede durante el desarrollo de ratones que sobreexpresan Pax6 (Sansom
et al., 2009). Los mecanismos que regulan este balance entre autorrenovacion y diferenciacion
son, en su mayoria, desconocidos, aunque hay numerosas pruebas que los relacionan con la
regulacion de la fase G1 vy, en particular, con su duracion (Dehay y Kennedy 2007; Pilaz et a/.,
2009). Asi, las células madre tienen una fase G1 corta cuando sufren divisiones de
autorrenovacion (Savatier et a/,, 1996; Fluckiger et al., 2006), y una mayor duracion de la fase
G1 se relaciona con un mayor nimero de precursores que salen de ciclo (una mayor
diferenciacion) (Lukaszewicz et al,, 2002; 2005; Calegari y Huttner, 2003; Hodge et al., 2004;
Calegari et al, 2005). Muchos factores que regulan tanto la autorrenovacion como la
diferenciacion de los precursores actlan a través de proteinas implicadas en esta fase del ciclo
celular (Burdon et al,, 2002; Kioussi et al.,, 2002; Oliver et al,, 2003). Aunque se desconocen en
gran medida los mecanismos moleculares que gobiernan esta regulacién de la fase G1, los
inhibidores de kinasas dependientes de ciclinas (CDKIs) y el nivel de fosforilacion de
Retinoblastoma (Rb) parecen estar implicados, al ser reguladores clave del paso por el punto de
control de la fase G1/S (Yoshikawa, 2000). Estudios de desarrollo embrionario sugieren que
Pax6 regula el balance entre autorrenovacién y diferenciacion de los precursores mediante el
control del ciclo celular de las células y su capacidad para dividirse simétrica o asimétricamente
(Estivill-Torrus et al., 2002; Heins et al., 2002; Berger et al., 2007; Duparc et al., 2007; Hsieh y
Yang, 2009; Sansom et al, 2009). Los mecanismos moleculares por los que Pax6 estad
implicado en este proceso son en parte desconocidos, aunque algunos de los mecanismos
principales de regulacién de la transicién G1/S estan relacionados con Pax6. Asi, Pax6 es capaz
de interaccionar fisicamente con fosfoRetinoblastoma (pRb) (Cvelk et a/., 1999) y varios CDKIs
y otros reguladores del ciclo celular son dianas transcripcionales de Pax6 (Duparc et al., 2007;
Sansom et al., 2009).

Rb es una proteina implicada en la regulacion del ciclo celular y también en la
neurogénesis. Su papel durante la neurogénesis es regular la muerte celular, la salida de ciclo y
la diferenciacion de los precursores (Ferguson et &/, 2002). Pax6 es capaz de unirse a pRb

(Cvelk et al, 1999) y, aunque la consecuencia funcional se desconoce, la alteraciéon de la
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interaccién entre ambas proteinas en los heterocigotos +/Sey®® podria ser en parte
responsable del fenotipo de muerte celular elevada y diferenciacion disminuida que presentan
los animales heterocigotos en la region neurogénica adulta ZSV-CMR-BOP, mediante dos
posibles mecanismos. Ya que para la interaccion de ambas proteinas es necesario el HD de
Pax6 (Cvelk et al, 1999), esta interaccion podria estar variando la capacidad de Pax6 para
activar la transcripcion de algunos de sus genes diana. Ademas, hay que tener en cuenta que
PRb estd implicada en el paso de la fase G1 del ciclo celular a la fase S, mediante la regulacion
de los factores E2F. Estos factores de transcripcion E2F son los encargados de activar los genes
necesarios para la entrada en la fase S, regulando asi la duracion de la fase G1 del ciclo celular.
Cuando Rb estad unida a ellos, los factores E2F no son capaces de activar la transcripcion de
dichos genes (Yoshikawa, 2000) y, por tanto, la célula no progresa a la fase S. La unién de
Pax6 a pRb podria estar relacionada con la regulacion de la duracion de esta transicion. Asi, la
uniéon de Pax6 a pRb podria impedir que ésta Ultima libere los factores de transcripcion E2F a
los que esta unida (Yoshikawa et a/, 2000). Asi, la fase G1 del precursor se alargaria,
promoviéndose la diferenciacion. Esta hipotesis de que la interaccién de Pax6 con pRb podria
estar regulando la duracion de la fase G1 concuerda con el hecho de que son necesarios
incrementos transitorios en la expresidon de Rb al comienzo de la dltima mitosis de los
precursores (Yoshikawa ef a/, 2000) y podria explicar el hecho de que la sobreexpresion de
Pax6 conduce a la diferenciacion de los precursores (G6tz et al,, 1998; Heins et a/., 2002; Hack
et al,, 2004; 2005, Berger et al., 2007). Otros reguladores del ciclo celular también relacionados
con Pax6 (Cartier et al.,, 2006; Duparc et al.,, 2007) son los CDKIs, entre los que se encuentran
p21 y p27. Estas proteinas impiden la proliferacion celular, en parte al inhibir la fosforilacion de
Rb (Weinberg, 1995), y Pax6 es capaz de inducir su expresion (Cartier et al,, 2006; Duparc et
al.,, 2007). Asi, una elevada cantidad de Pax6 en la célula podria estar favoreciendo la salida del
ciclo celular mediante dos mecanismos relacionados: por una parte, impidiendo la fosforilacion
de Rb al inducir la expresion de CDKIs, y por otra, impidiendo que pRb libere los factores E2F,
alargando asi la duracién de la fase G1. El alargamiento del ciclo celular de precursores que
sobreexpresan Pax6 también ha sido propuesto por Sansom y colaboradores (2009). Sin
embargo, la relacién de Pax6 con el ciclo celular podria no restringirse Unicamente a la
regulacion de la duracidon de la fase G1, ya que nuestras predicciones de fosforilacion de la
proteina Pax6 (Anexo) indican la posible regulacién del factor de transcripcion por numerosas
kinasas involucradas en diferentes aspectos del ciclo celular, relacionadas no solo con el punto
de control G1/S sino también con la transicion entre las fases G2 y M. Ademas, algunas
publicaciones comienzan a resaltar la relacion directa de Pax6 con otros reguladores del ciclo
celular. Por ejemplo, Pax6 es capaz de unirse al promotor de genes que codifican proteinas
relacionadas directamente con el ciclo celular (Sansom et al.,, 2009) y Pax6 puede fosforilarse

por la HIPK2, involucrada en el punto de control G1/S (Kim et a/., 2006).
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Ademas, la ausencia de la proteina Rb induce apoptosis durante el desarrollo del SNC.
Esta apoptosis esta mediada por un incremento de p21, que en ocasiones se correlaciona con
un incremento de p53 (capaz de activar la expresion de p21), pero en otras ocasiones no
depende de una sobreexpresion de p53 (Macleod et a/, 1996). A pesar de que en nuestras
células proliferativas +/Sey®® hemos encontrado una expresiéon menor de p53 en comparacion
con los animales control, estas células presentan un incremento en los niveles de p21. Esto
indica que el fenotipo de muerte celular elevada en los cultivos +/Sey®® podria estar
relacionado con el complejo Pax6/pRb, y también que la expresién de p21 en las CMBOPa debe
estar regulada por mecanismos diferentes al de la induccion por p53. Aln asi, seria interesante
comprobar la expresion de estas proteinas en dias anteriores al dia de pase de los cultivos
proliferativos, en los que los cultivos +/Sey”® presentan una reduccién de la tasa proliferativa,
en comparacion con la elevada tasa observada en el dia de pase (en el que se tomaron las
muestras proteicas). Es posible que existan variaciones en la expresidén de Pax6 a lo largo de la
progresion del cultivo, que sean mas acusadas en los dias iniciales, y que se correlacionen con
el retraso en el crecimiento de los cultivos de CMBOPa y con la inversion de la tasa proliferativa
al inicio del cultivo respecto al dia de pase. En cualquier caso, las alteraciones en distintos
reguladores del ciclo celular en las células proliferativas +/Sey™® serian la causa de las
variaciones en la tasa proliferativa de estos precursores, de la elevada tasa de muerte tanto de
las células proliferativas como de las que se encuentran en las etapas tempranas de la
diferenciacion, y también podrian ser responsables de los déficits de diferenciacion hacia
neuronas y oligodendrocitos que presentan los animales heterocigotos. La elevada muerte
temprana en los precursores +/Sey®® proliferativos podria estar relacionada con una
inadecuada salida de ciclo celular (Evan et a/., 1995; Evan vy Littlewood, 1998; Liu y Greene,
2001) o con la incapacidad de algunos precursores para pasar el punto de control G1/S, lo que
los conduciria a la muerte. Numerosos estudios apuntan a que una expresion desregulada de
moléculas implicadas en el ciclo celular conduce a la apoptosis (revisado por Liu y Greene,

2001), lo que apoya esta hipotesis.

Hemos demostrado una mayor presencia de p27"* en nuestros cultivos proliferativos
+/SeyP® en comparacién con los cultivos control. Ya que p27XP! promueve la generacién de
neuroblastos a partir de células de tipo C en la region neurogénica ZSV-CMR-BOP (Doetsch et
al.,, 2002), es posible que in vivo, si se mantiene esta elevada cantidad de p27<F!, se esté
generando un mayor nimero de neuroblastos a partir de las células C. Esto contribuiria al
déficit de proliferacion demostrado en los animales heterocigotos mediante las inyecciones de
BrdU de 30 min de supervivencia (con el que estariamos marcando fundamentalmente células
de tipo C, debido a su elevada tasa proliferativa). A pesar de ello, ya que los animales +/Sey"®
también presentan una menor incorporacion de nuevas células en el BOP, Pax6 estaria
regulando también algin mecanismo de supervivencia de los neuroblastos que, al desregularse

por la haploinsuficiencia, conduciria a su muerte.
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Una vez completado el ciclo celular, las células pueden bien volver a entrar en ciclo o
bien parar su patrén de multiplicacion. Esta fase de parada de ciclo celular se conoce como fase
GO0. En las neuronas, la fase GO es permanente, y una vez que la alcanzan, no pueden entrar en
ciclo de nuevo (en caso de que entren en ciclo les conducira a la apoptosis) (Yoshikawa 2000;
Chanas-Sacre et a/,, 2000). Ademas de la fase GO permanente que presentan las neuronas,
existen otros dos tipos de fase GO: la senescencia y la quiescencia (Liu y Greene, 2001). Al
contrario que la senescencia, la quiescencia es una fase GO reversible y puede ocurrir con
relativa frecuencia durante la vida de una célula proliferativa. Las células quiescentes se
caracterizan por presentar un exceso de complejos ciclina-kinasa dependiente de ciclina (CDK).
En muchos casos, el mecanismo molecular principal que lleva a una célula a entrar en estado
quiescente es una acumulacion de p27“"' y de otros CDKIs (Reynisdottir et a/, 1995;
Reynisdottir y Massagué, 1997; Liu y Greene, 2001). Esta acumulacion se puede inducir en
cultivo deprivando a las células de factores de crecimiento, o sometiéndolas a una densidad
elevada (Polyak et a/., 1994). Si, por ejemplo, una célula proliferativa entra en quiescencia por
deprivaciéon de factores de crecimiento, una vez que vuelve a recibir sefales mitéticas (vuelve a
estar en contacto con factores de crecimiento), p27XP* se fosforila y se degrada, permitiendo la
activacion de los complejos ciclina-CDK y la reentrada en ciclo (Pagano et @/, 1995; Montagnoli
et al.,, 1999). El que hayamos encontrado un exceso de p27<"* en los cultivos proliferativos
+/Sey”®, unido al hecho de que la tasa proliferativa es, en general, menor en estas células, y
de que los resultados del analisis clonal muestren un porcentaje significativamente mayor de
células Unicas +/Sey®® que en los experimentos control, nos lleva a proponer que la falta de un
alelo de Pax6 podria estar incrementando la probabilidad de que las células proliferativas se
vuelvan quiescentes. Relacionando estos resultados con el hecho de que uno de los
mecanismos inductores de quiescencia sea la ausencia de contacto con factores de crecimiento
mitdgenos, proponemos que los animales +/Sey®® podrian tener alterada la respuesta a los
factores de crecimiento y que la regulacion precisa y diferencial de Pax6 podria ser uno de los
mecanismos que conecten las senales extracelulares con la regulacion del ciclo celular y los

diferentes destinos que puede alcanzar una célula (autorrenovacion, diferenciacion, apoptosis).

Debido a que las células con deficiencia de p53 son menos capaces de morir por
apoptosis que las células con un nivel normal (Lowe et a/, 1993), y a que nuestros cultivos
+/Sey®® presentan una menor expresién de p53 y una muerte por apoptosis elevada, es
posible que esta muerte por apoptosis se produzca por mecanismos no dependientes de p53.
Esta posible independencia de p53 en la muerte por apoptosis de las células +/Sey®® se
correlaciona con la funcién propuesta para p53 en la regulacion de la neurogénesis adulta y con
el incremento en la muerte por apoptosis que presentan los ratones sin p53 en la ZSV (Gil-
Perotin et al, 2006). AlUn asi, seria de interés conocer la expresion de p53 en células
proliferativas en dias anteriores al dia de pase, cuando hemos descrito la elevacion de la tasa

apoptotica y un descenso en la tasa de proliferacion. Si el nivel de p53 en estos dias tempranos
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en cultivos +/Sey”® es similar o superior al de los cultivos control, el descenso en la expresién
de p53 segln avanzan los dias en cultivo podria estar directamente relacionado con el
incremento en la tasa de proliferacion que hemos demostrado, ya que la ausencia de p53
produce la hiperproliferacion de los precursores neurales adultos en la ZSV (Gil-Perotin et al.,
2006). Durante la neurogénesis en general y en la neurogénesis adulta en particular, p53
parece estar Unicamente implicado en la regulacion de la proliferacién de los precursores, y la
muerte celular que ocurre de forma habitual durante este proceso no dependeria de esta
proteina (Medrano y Scrable, 2005). Por otra parte, el descenso en la expresiéon de p53 en los
animales heterocigotos podria ser también la causa del déficit de diferenciacion neuronal y las
numerosas alteraciones de destino celular que presentan los animales +/Sey®®, debido a que
p53 puede desempefar este tipo funciones durante el desarrollo embrionario, mas alla de la
regulacion del ciclo celular y la apoptosis (revisado por Tedeschi y Giovanni, 2009). Ademas, en
precursores neurales que llevan a cabo mitosis terminal se ha demostrado un descenso en la
expresion de p53 (Louis et a/, 1988; Schmid et al., 1991). Este hecho podria indicar que se
esta produciendo una mayor proporcion de mitosis terminales en los ratones heterocigotos, que
podrian no llevarse a término debido a la elevada expresion de CKIs en las células proliferativas
+/Sey®¥. Esto les produciria bien una parada del ciclo celular, bien un alargamiento de la fase
G1, cuyo resultado final seria un incremento en la muerte de estas células. La expresion de p53
es también necesaria para la formacion de neuritas y la maduracion neuronal (Di Giovanni et
al., 2006; Tedeschi et al,, 2009). Por ello, las alteraciones en las dendritas de todos los subtipos
neuroquimicos de interneuronas +/Sey™® analizados en nuestros experimentos /in vitro, podrian
estar relacionadas también con un posible déficit de la expresion de p53. Este hecho apoya la
idea de que Pax6 tenga un papel en la maduracion neuronal y de que los heterocigotos
+/Sey®® presenten un retraso en la maduracién de algunas poblaciones de interneuronas en el
BOP (NeuN, CB y CR") in vivo.

Varios autores han puesto de manifiesto la relacién de Pax6 con la autorrenovacion de
las células madre durante el desarrollo embrionario (Duparc et al., 2007; Wen et al., 2008;
Hsieh y Yang, 2009; Sansom et &/, 2009) y en la neurogénesis adulta de la formacion
hipocampal (Maekawa et al, 2005). Estos analisis permiten concluir que la regulacién de la
cantidad de Pax6 presente en el precursor durante el transcurso de su ciclo celular estd
relacionada con la autorrenovacion de los precursores (Hsieh y Yang, 2009), y que el
mecanismo molecular de autorrenovacion inducido por Pax6 esta relacionado con la regulacion
de la expresion de, entre otras moléculas, ciclinas de clase D y Cdk4, proteinas involucradas en
el ciclo celular (Sansom et al, 2009). Nuestros resultados al evaluar la capacidad de
autorrenovacion de las CMBOPa +/Sey®®, que muestran un incremento en la proporcién de
células Unicas +/Sey®® que se mantienen quiescentes o generan grupos de menos de 8 células,
indican que en este sistema, Pax6 también regula la autorrenovacion de los precursores,

aunque la mayoria de las células contienen el Pax6 necesario para formar una neurosfera. Ya
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gue el nivel de expresion de Pax6 es un factor limitante en la regulacion del balance entre
autorrenovacion y neurogénesis (Sansom et al,, 2009) y que para la autorrenovacion parece ser
necesario un bajo nivel de expresion de Pax6 (Hsieh y Yang, 2009; Sansom et &/, 2009),
proponemos que la carencia de un alelo de Pax6 estd produciendo un desequilibrio en la
regulacion de la reentrada en ciclo de algunos precursores de BOPa, aunque otros vayan a ser
capaces de generar una neurosfera, probablemente porque estos Ultimos tengan un nivel de

Pax6 suficiente.

En esta relacion de Pax6 con la autorrenovacidon y la neurogénesis también estan
involucrados otros dos factores de transcripcion: Hesl y Sox2. Hesl es un conocido regulador
de la autorrenovacién de los precursores (Kageyama et al., 2008; Imayoshi et al., 2010), que
parece tener funciones opuestas a las de Pax6, ya que regula de forma contraria la expresion
de un mismo conjunto de genes efectores (Sansom et al, 2009). Por tanto, dado que el
balance en la concentracién de ambos factores de transcripcién es esencial para esta funcion
celular, un posible desequilibrio en este sistema podria estar también detras del fenotipo de
autorrenovacion que presentan las CMBOPa +/Sey®®. Sin embargo, la naturaleza de la relacién
con Sox2 es diferente, ya que ambos factores de transcripcion regulan la expresion del otro y
son capaces de unirse y actuar en cooperacion para unirse al ADN (Kamachi et a/, 2001;
Kondoh et al, 2004; Lengler et al, 2005; Inoue et al, 2007; Wen et al, 2008). Se ha
demostrado que Sox2 es necesario para el mantenimiento de las células madre neurales adultas
(Ferri et al,, 2004; Episkopou, 2005), por lo que posibles alteraciones en la interacciéon entre
ambos factores de transcripcion debidas a la falta de un alelo de Pax6 también podrian estar

contribuyendo al fenotipo de los ratones heterocigotos.

3. Pax6 y la diferenciacion

Nuestros resultados indican una gran afectacién de la diferenciacién en la region
neurogénica adulta ZSV-CMR-BOP. Hemos demostrado que los animales heterocigotos +/SeyP®
presentan un déficit general de la generacién de neuronas y oligodendrocitos a partir de esta
region neurogénica, y una diferenciacion deficiente de todos los subtipos neuroquimicos de
interneuronas del BOP analizados. En las regiones no neurogénicas también se producen
alteraciones en la diferenciacién, aunque en este caso los animales +/Sey®® presentan un
incremento en la generacion de ODs, por lo que Pax6 estaria implicado en la formacion de este

tipo celular de manera diferente en las regiones neurogénicas y no neurogénicas.

Nuestros andlisis evidencian que los animales heterocigotos +/Sey® sufren un déficit
en la generacién de todos los tipos de interneuronas analizados, por lo que proponemos que
Pax6 ejerce una funcion de promocion general de la especificacion neuronal durante la

neurogénesis adulta. EI mecanismo molecular implicado en la especificacion neuronal durante
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este proceso es desconocido, y la Neurogenina 2, uno de los principales factores de
transcripcion pro-neurales regulados por Pax6 (Scardigli et al., 2003), no parece estar implicada
en la regulacion de este proceso en animales adultos, al menos a partir de CMBOPa (Vergafio-
Vera et al,, 2009). El hecho de que andlisis anteriores (Dellovade et a/,, 1998; Hack et al., 2005;
Kohwi et a/,, 2005) no hubieran encontrado diferencias en la generacion de otras poblaciones
neuronales mas alld de las PGs dopaminérgicas se debe a que estos estudios bien no
analizaban en profundidad otras subpoblaciones neuroquimicas, bien no tenian en cuenta la
pérdida de volumen del BOP o los defectos de proliferacién que influyen en la generacion de
neuroblastos demostrados en esta Tesis Doctoral. Cabe resaltar que otros estudios han descrito
alteraciones en la generacion de granos (Kohwi et a4/, 2005) y de interneuronas de la capa
plexiforme externa (Haba et a/,, 2009) a partir de precursores con deficiencias en la expresion
de Pax6, lo que apoyaria los datos obtenidos en este trabajo. Nuestros experimentos /in vitro,
gue nos permiten sembrar una cantidad similar de células de partida control y heterocigotas en
los experimentos de diferenciacion y evitar asi los defectos de proliferacion, demuestran
claramente que Pax6 es necesario para la generacion de todos los tipos neuroquimicos
estudiados. Ademas, también hay que tener en cuenta que la llegada de nuevas células al BOP
+/Sey®® estd disminuida respecto a los animales control, que ninguno de los porcentajes de
colocalizacién de BrdU a los 15 dias de la inyeccidn con los distintos marcadores neuroquimicos
esta incrementado significativamente en los animales heterocigotos y que la densidad de la

mayoria de las poblaciones neuroquimicas analizadas estad reducida en los animales +/Sey”®

\Z
por tanto, todas las poblaciones neuroquimicas presentan un déficit de generacion. Todos estos
datos indican que Pax6 ejerce una funcion general en la especificacion neuronal. Sin embargo,
en nuestros experimentos /7 vitro de diferenciacion a tipos neuroquimicos de interneuronas hay
dos poblaciones drasticamente afectadas, la dopaminérgica y la nitrérgica. Debido a esta
diferencia entre poblaciones neuroquimicas, proponemos que Pax6 estaria ejerciendo una
funcién dual en el proceso de generacién de interneuronas en el BOP adulto. Por una parte,
ejerceria una funcion general de especificacion de los precursores para la generacion de
neuronas y por otra, estaria implicado en la especificacion de subtipo neuronal, mediante la
regulacién directa de la expresion de determinados factores de transcripcion. Esta segunda
funcion afectaria especialmente a la especificacion de las poblaciones de PGs nitrérgicas y

dopaminérgicas.

La formacién de un determinado tipo neuronal o glial a partir de los precursores
multipotentes ha sido analizada en mayor detalle durante el desarrollo embrionario que en la
neurogénesis adulta (Guillemot, 2007; Hebert y Fishell, 2008). Durante el desarrollo, el proceso
de diferenciacidon se puede subdividir en varios pasos secuenciales. Lo primero que sucede es
que los progenitores adquieren una identidad de posicién Unica, a través de la formacion de
patrones espaciales en el tubo neural en la que estan implicados principalmente factores

extrinsecos. Los diferentes gradientes morfogénicos de factores extrinsecos conducen al
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establecimiento de combinaciones distintas de factores de transcripcion en las células. Estos
codigos de factores de transcripcion, intrinsecos al precursor, son los encargados de establecer
la codificacion molecular que determina dénde y cuando se generan los distintos tipos de
células gliales y neuronales (Guillemot, 2007; Hebert y Fishell, 2008). A partir de ese momento,
las posibilidades de diferenciacion de los progenitores multipotentes quedan restringidas para
producir los diferentes tipos celulares neurales primarios (astrocitos, neuronas vy
oligodendrocitos). Por ejemplo, el potencial de los precursores puede quedar restringido a la
produccidon de neuronas, en un proceso conocido como seleccion de tipo celular (Guillemot,
2007). Tras este proceso se produce la especificacion de tipo neuronal, o especificacion de
subtipo. Posteriormente, se desarrolla el proceso de diferenciacién terminal, una vez que las
células han ocupado sus posiciones definitivas en el encéfalo. Estos tres procesos son diferentes
conceptualmente pero sus mecanismos moleculares estan muy ligados y, por ello, hemos
analizado todos ellos en esta Tesis Doctoral. La generacion de todos los tipos celulares que
componen el encéfalo depende de la codificacion que obtienen las células neuroepiteliales y la
glia radial durante el desarrollo (Puelles y Rubenstein 1993; Campbell, 2003; Guillemot, 2005;
2007; Flames et al., 2007; Long et al, 2009). Pax6 es un factor de transcripcion implicado
tanto en la generacion de patrones (Carney et al/, 2009), como en la de distintos tipos de
neuronas (Kriesgtein y Alvarez-Buylla, 2009). En particular, Pax6 regula la formacion del patrén
dorso-ventral, al estar implicado en la formacion de la frontera palio (dorsal)-subpalio (ventral)
(Toresson et al., 2000; Carney et al, 2009). Desde etapas muy tempranas en el desarrollo
embrionario, el palio y el subpalio se identifican por la expresion de los factores de transcripcion
Pax6 y Gsx2, respectivamente (Yun et al, 2001; Corbin et al, 2003; Carney et al., 2009).
Ambos factores de transcripcion se reprimen mutuamente (Toresson et &/, 2000; Yun et al.,
2001; 2003; Corbin et al, 2003). En esta frontera se localizan precursores neurales que
generan, entre otras poblaciones, interneuronas que pueblan el BOP (Waclaw et a/., 2006;
Kohwi et a/,, 2007) y es también el origen de la region neurogénica de la ZSV-CMR en adultos
(Carney et al., 2006; Waclaw et al., 2006; Allen et al,, 2007; De Marchis et al., 2007; Kohwi et
al., 2007). Debido a la regionalizacion que sucede durante el desarrollo embrionario, las células
madre de la ZSV adulta (células B1) y/o su progenie (células C y A) son heterogéneas y estan
especificadas regionalmente para generar tipos distintos de interneuronas del BOP (Merkle et
al.,, 2004; Hack et al,, 2005; Kohwi et a/.,, 2005; Kelsch et al,, 2007; Merkle et a/., 2007; Young
et al., 2007). Los diferentes territorios de expresion de factores de transcripcion embrionarios
(Campbell, 2003, Long et a/,, 2009) podrian estar preservados de alguna forma postnatalmente
(Stuhmer et al.,, 2002, Stenman et al., 2003, Parras et al,, 2004, Waclaw et al,, 2006, Kohwi et
al., 2007, Young et al., 2007; Merkle et al., 2008) y algunos de ellos se han relacionado con la
generacién de diferentes tipos de interneuronas bulbares en el animal adulto (Esquema 5;
Waclaw et a/, 2006; Willaime-Morawek et al., 2006; Kelsch et a/., 2007; Kohwi et al., 2007;
Merkle et al., 2007; Ventura y Goldman, 2007; Young et a/., 2007). Asi, al igual que durante el

desarrollo embrionario, la expresion diferencial de codigos de factores de transcripcion en la
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ZSV, CMR y BOP daria lugar a todos los tipos de interneuronas de nueva generacion del BOP.
Desconocemos hasta qué punto el cerebro de ratones heterocigotos para Pax6 sufre defectos
en este tipo de patrones y, por lo tanto, no podemos descartar que parte de nuestros
resultados de déficits en la diferenciacién de las poblaciones neuroquimicas de interneuronas
bulbares estudiadas en este trabajo se deban a defectos en la especificacion de las células
madre heredados del desarrollo embrionario. Sin embargo, creemos que Pax6 juega un papel
determinante en la regulacién de este aspecto de la neurogénesis adulta, independientemente
de este posible efecto de desarrollo. Esta afirmacion se basa en el hecho de que Pax6 participa
tanto en la regulacion del destino celular, como en la del tiempo de generacion de las diferentes
poblaciones neuronales y gliales durante el desarrollo, asi como en la del tamaio final de esas
poblaciones (Guillemot et a/,, 2007). Los factores de transcripcion implicados en la formacion de
patrones ejercen estas funciones de regulacion gracias a que modulan la actividad de factores
de transcripcion pro-neurales, y factores de transcripcion que inhiben la diferenciacién neuronal
y promueven la diferenciacion de astrocitos (Guillemot, 2007; Sugimori et al., 2007). Ademas,
el trasplante de precursores sin Pax6 en cerebros de animales control asi como la inyeccion de
vectores virales que inhiben la expresion de Pax6, han demostrado que este factor de
transcripcién esta implicado directamente en la generacion de PGs dopaminérgicas y de granos
superficiales durante la neurogénesis adulta (Hack et a/,, 2005; Kohwi et a/,, 2005). La mayoria
de los factores de transcripcion que regulan la neurogénesis adulta se expresan en regiones
subpaliales durante el desarrollo embrionario (Guillemot, 2005; Lledd et a/., 2008). Como en los
animales homocigotos sin Pax6 se produce una extension de estas regiones (Stoykova et a/.,
2000; Carney et al, 2009), nuestros animales heterocigotos deberian tener una mayor
capacidad neurogénica si tuvieran extendida la region ventral y la expresion de estos factores
de transcripcion. Por lo tanto, estos datos, junto con los obtenidos en este trabajo que indican
que los animales heterocigotos presentan una menor capacidad neurogénica, sugieren que
Pax6 estd ejerciendo por si mismo una funcién de promocion de la generacion de neuronas

también durante la neurogénesis adulta.

En relacion con la implicacion de Pax6 en la formacion de subtipos neuronales
especificos, podria ser debida a su relacién con otros factores de transcripcion. Gsx2 participa
en la regionalizacion de la ZSV adulta (Lledd et a/, 2008). Se ha demostrado que hay células
TH*, CB* y CR* generadas en animales adultos que derivan de células que expresan Gsx2
durante la etapa embrionaria (Corbin et a/., 2000; Toresson et al., 2000; Toresson y Campbell,
2001; Yun et al, 2001, 2003; Stenman et al., 2003). Esto indica que, al carecer nuestro modelo
experimental de un alelo del gen Pax6, se podrian estar produciendo alteraciones en la
expresion de Gsx2 que llevarian a una desregulacion de la expresién de otros factores de
transcripciéon (Meis2, Er81 y de genes DIx), directamente regulados por Gsx2 y necesarios para
la formacion de distintos tipos de interneuronas bulbares en el adulto (Waclaw et a/, 2006;

Allen et al,, 2007; Brill et al, 2008). Este dato se apoya en el hecho de que ademas de la
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relacion de Pax6 con Gsx2, también se han descrito alteraciones en la expresiéon de estos otros
factores de transcripcion (Meis2, Er81 y de genes DIx) en animales homocigotos sin Pax6
durante el desarrollo embrionario (Carney et al, 2009). Asi, la implicacion de Pax6 en la
especificacién de PGs dopaminérgicas podria resultar, bien de la regulacién de la expresion de
alguno de estos factores de transcripcion (aunque no se ha demostrado ninguna relacion
regulatoria directa mas alla de la que existe entre Pax6 y Gsx2), bien de la implicacion de Pax6
en la generacion de patrones que doten de especificidad a las células madre para la generacion

de los distintos tipos neuroquimicos.

La poblacion de células PGs NOSn™, también muy afectada en los animales +/Sey°®,
coexpresa en gran medida CR, aunque aproximadamente un tercio de la poblacién es
Unicamente positiva para NOSn (Kosaka y Kosaka, 2007). Por ello, a pesar de no haber datos
en la literatura al respecto, la generacion de la poblacion nitrérgica dependeria en gran medida
de la expresion de Sp8, Er81 y Meis2, factores que regulan la generacion de PGs CR* (Waclaw
et al., 2006; Allen et al., 2007). Aungue se desconoce el cadigo de factores de transcripcion que
daria lugar tanto al 30% de PGs NOSn* que no expresan CR como a la poblacion de
interneuronas glomerulares CCK*, también afectadas por la mutacion, asi como los codigos que
conducen a la generacion de granos, nuestros resultados indican que la formacion de estas

poblaciones dependeria también de Paxé.

Otros factores de transcripcion implicados en la regionalizacion de la ZSV adulta,
ademas de Gsx2, son Emx1 y Nkx2.1 (Lledé et al, 2008). A pesar de que tanto Pax6 como
Emx1 son marcadores caracteristicos del palio durante el desarrollo embrionario, no se han
descrito hasta la fecha alteraciones en la expresién de Emx1 en ratones homocigotos sin Pax6
(Schuurmans y Guillemot, 2002; Muzio y Mallamaci, 2003; Kroll y O’Leary, 2005; Tuoc et al.,
2009). Sin embargo, si que se ha descrito la relacion entre Nkx2.1 y Pax6. Ambos factores de
transcripcion cooperan en el establecimiento de la frontera entre la LGE y la MGE (Sussel et al.,
1999; Stoykova et al, 2000; Schuurmans y Guillemot, 2002) y los ratones homocigotos sin
Pax6 presentan una expansion de la expresion de Nkx2.1 a territorios dorsales (Stoykova et al.,
2000), por lo que la region ventral de la ZSV adulta podia presentar cambios en nuestro modelo
experimental y contribuir a la alteracion en la generacion de granos profundos y PGs CB* que
encontramos en nuestro analisis y que derivan del dominio de expresion de Nkx2.1, situado en
el cuadrante ventral de la ZSV (Esquema 5; Lledd et al/, 2008). Algunos autores han
relacionado la expresion de Nkx2.1 con la generacion de interneuronas nitrérgicas durante el
desarrollo, ya que los animales mutantes para Nkx2.1 carecen de ellas (Mallamaci et a/., 2000;
Marin et al, 2000; Anderson et al, 2001). Hasta la fecha, se desconoce si el origen de la
poblacion de interneuronas NOSn* adultas se sitla en el cuadrante ventral de la ZSV adulta v si
su formacion depende de Nkx2.1, pero teniendo en cuenta nuestros resultados y los datos

expuestos anteriormente, la baja proliferacion en la region ventral de la ZSV de nuestros
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animales heterocigotos podria estar relacionada con el déficit de interneuronas nitrérgicas que

presentan los animales +/Sey™®, y puede deberse a cambios en la expresion de Nkx2.1.

Al contrario de lo que sucede en la diferenciacion de las células de la region
neurogénica ZSV-CMR-BOP, nuestros resultados del analisis del papel de Pax6 en la regulacion
de los progenitores de oligodendrocitos corticales indican que los ratones carentes de un alelo
de Pax6 poseen un numero significativamente mayor de ODs, y estos animales presentan mas
OPCs proliferativos que los animales control, por lo que, en condiciones normales Pax6 regula
negativamente a los OPCs. Algunos autores han demostrado, al inhibir Pax6 especificamente en
progenitores paliales, que Pax6 es necesario para la diferenciacién de neuronas corticales,
astrocitos del parénquima cortical (ambos tipos celulares se reducen en ausencia de Pax6) y
gue regula negativamente la generacion de oligodendrocitos a partir de glia radial (la poblacién
de ODs aumenta en ausencia de Pax6) (Tuoc et al., 2009). La presencia de un mayor nimero
de OPCs proliferativos en nuestros animales heterocigotos podria deberse, bien a defectos en la
especificacion de la glia radial del palio (Tuoc et a/, 2009), bien a una posible ventralizacion del
telencéfalo (Stoykova et a/, 2000; Toresson et al, 2000; Carney et al, 2009). Esta Ultima
posibilidad deriva de que las regiones ventrales expandidas en los homocigotos sin Pax6 son
uno de los focos de origen de OPCs durante el desarrollo embrionario (Pringle y Richardson,
1993; Spassky et al,, 1998; He et al,, 2001; Tekki-Kessaris et al,, 2001). Aunque no conocemos
el mecanismo molecular por el que Pax6 podria estar regulando la generacion de ODs, es
posible que Shh esté implicado, al ser una molécula importante en la generacion de este tipo
celular (Orentas et al., 1999; Nery et al., 2001; Tekki-Kessaris et al,, 2001) y actuar inhibiendo
Pax6 (Briscoe et al, 2000; Chow y Lang, 2001; Mui et al, 2005; Kim y Lemke, 2006) e
induciendo la expresion de Pax2, que a su vez puede reprimir Pax6 (Schwarz et al,, 2000; Kim y
Lemke, 2006). Otro de los mecanismos moleculares en la especificacion de OPCs durante el
desarrollo embrionario que podria estar alterado en nuestros heterocigotos seria el mediado por
Ascl1, un factor de transcripcion que regula tanto la neurogénesis como la formacion de ODs
(Casarosa et al., 1999; Kondo y Raff, 2000; Wang et a/,, 2001; Parras et al.,, 2004; Gokhan et
al., 2005; Helms et al,, 2005). Es de particular interés resaltar que los ratones sin Ascll carecen
de algunos de los OPCs y que, en la corteza adulta de animales control el 59% de las células
NG2* expresan Ascll o derivan de células que lo han expresado previamente (Parras et al.,
2004, 2007). Ascl1 ejerce su funcion en la generacién de ODs independientemente de su papel
en la generacion de neuronas, es decir, no regula el balance entre neurogénesis y
oligodendrogénesis y, ademas, coopera con Olig2 en la especificacion de ODs (Parras et al.,
2007). La expresion de Ascll esta expandida en embriones de ratones homocigotos sin Pax6
(Stoykova et al.,, 2000) y es regulada negativamente por Pax6 (Sansom et a/.,, 2009), por lo que

la expresidon de Ascll podria estar expandida o desregulada en nuestro modelo experimental, y
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contribuir a la expansion de la poblacién de OPCs que presentan los animales +/Sey®® adultos,

tanto en la corteza como en el BOP.

No podemos descartar que todos los procesos de desarrollo citados anteriormente
estén alterados en los animales +/Sey® al igual que lo estan en los ratones homocigotos sin
Pax6. Sin embargo, podemos establecer una relacion directa entre Pax6 y la proliferacion de los
OPCs adultos gracias a nuestros resultados sobre la regulacion de Pax6 por PDGF y la relacion
de PDGF con la proliferacion de los precursores gliales. El fenotipo observado en los animales
+/Sey®® se corresponde en gran medida con el descrito en animales transgénicos que
sobreexpresan PDGF, que también presentan un elevado nimero de OPCs proliferativos, pero
en los que el nimero final de ODs generados no presenta diferencias con los animales control,
debido a un incremento de la muerte celular (Calver et a/, 1998). Todo ello nos lleva a
proponer que el descenso en la expresion de Pax6 en los OPCs adultos en respuesta a la
exposicion a PDGF es necesario para que este factor de crecimiento ejerza su funcién
promotora de la proliferacion de este tipo celular, y que la falta de un alelo de Pax6 tendria un

efecto en los OPCs comparable a la exposicion continua de éstos a PDGF, la hiperproliferacion.

Sin embargo, el papel de Pax6 en la generacién de ODs es diferente en las regiones
neurogénicas. Nuestros resultados de diferenciacion a partir de precursores neurogénicos
bulbares indican que Pax6 es necesario tanto para la generacion de neuronas como para la de
ODs, ya que ambas poblaciones se ven reducidas en los experimentos de diferenciacion a partir

D&Y pero no para la de astrocitos. Por lo tanto, el mecanismo molecular

de precursores +/Sey
que regula la formacion de ODs adultos a partir de OPCs situados en regiones no neurogénicas
es diferente del que tiene lugar en las regiones neurogénicas. En este momento, se desconoce
si los ODs generados en las regiones neurogénicas provienen de precursores diferentes a los
que generan neuronas 0 bien existe un progenitor intermedio bipotente con capacidad para
generar tanto interneuronas como ODs, al igual que sucede durante el desarrollo embrionario
en la generacién de interneuronas corticales GABAérgicas y ODs a partir de precursores
ventrales (Monuki et a/,, 2001). En cualquier caso, la falta de un alelo de Pax6 afectaria bien a
la generacion de ese precursor bipotente, bien a los precursores de ODs y neuronales
independientemente. El mecanismo molecular mediante el cual Pax6 estaria regulando
positivamente la generacion de estos ODs podria involucrar a la Tenascina-C, proteina de matriz
extracelular necesaria para la correcta proliferacion de progenitores neurales y su diferenciacion
a neuronas y oligodendrocitos (Garcion et al., 2001; 2004) y que ademas esta directamente
regulada por Pax6 (Gotz et al., 1998; Berger et al,, 2007; von Holst et al,, 2007). Ya que los
animales transgénicos sin Tenascina-C presentan un déficit de generacion de ODs a partir de
las regiones neurogénicas (Garcion et a/,, 2001), proponemos que la falta de un alelo del gen
Pax6 estaria provocando una disminucion en la expresion de Tenascina-C que, a su vez,
causaria las anomalias en la generacion de ODs demostradas en nuestros experimentos. Otro

de los mecanismos que podrian estar involucrados en la menor generacion de ODs a partir de
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las CMBOPa +/Sey”® podia ser una desregulacién del balance entre la formacion de astrocitos y
la de ODs. En el caso de que existiera un precursor glial bipotente, éste se regularia
probablemente por BMPs a través de Olig2 (Cheng et &/, 2007). Las BMPs aumentan la
expresion de las proteinas Id2 e Id4, proteinas bHLH que carecen de dominios de unién al ADN
y que se unen a otras proteinas bHLH que si los tienen, impidiéndolas actuar. En este caso, Id2
e Id4 se unirian a Olig2, reprimiendo su actividad como factor de transcripcion promotor de la
generacion de ODs (Cheng et al, 2007). Teniendo en cuenta que la expresion de Id2 estd
aumentada en la corteza de animales sin Pax6 (Pifdn et al, 2008) y que Pax6 es capaz de
unirse a su promotor (Sansom et al., 2009), este mecanismo molecular también podria estar
involucrado en el déficit de generacién de ODs a partir de regiones neurogénicas de animales
+/Sey®® demostrado en esta Tesis Doctoral, de manera que un posible incremento en la
expresion de Id2 en los animales +/Sey™ reprimiria la actividad de Olig2, generandose menos
ODs.

Por otra parte, algunos estudios han relacionado a Pax6 con el balance de generacion
de neuronas versus oligodendrocitos en la neurogénesis dirigida al BOP en ratones adultos
(Hack et al,, 2005; Tuoc et a/,, 2008). Los autores basan esta afirmacion en el hecho de que la
sobreexpresion de Pax6 en precursores de la CMR induce una mayor generacion de neuronas
en detrimento de la formacion de ODs (Hack et a/, 2005). Este dato difiere de nuestros
resultados porque nosotros obtenemos poblaciones reducidas tanto de neuronas como de ODs
a partir de precursores +/Sey”®. Sin embargo, y debido a la relacién entre el nivel de expresion
de Pax6 y la funcion de este factor de transcripcion en un tipo celular concreto, los resultados
de Hack y colaboradores (2005) podrian no ser contradictorios con los obtenidos en esta Tesis
Doctoral. Numerosos estudios han demostrado que la sobreexpresion de Pax6 en precursores
provoca la induccién del destino neuronal (Gotz et a/, 1998; Heins et al., 2002; Hack et al,
2004, 2005; Berger et al, 2007), incluso a partir de lineas celulares no neurales como las
células Hela (Cartier et al., 2006). Ademas, estudios recientes han relacionado incrementos en
la expresion de Pax6 en los precursores en division con su salida de ciclo y su diferenciacion
terminal a determinados tipos de neuronas retinianas (Hsieh y Yang, 2009). Es probable que el
efecto producido en las células ante una elevada cantidad de Pax6 sea su salida de ciclo para la
diferenciacion neuronal, pero eso no impide que, con otros niveles de expresion y/o actuando
en cooperacion con diferentes proteinas, este mismo factor de transcripcion tenga otras
funciones, como promover la generacion de ODs, regular la proliferacion o la supervivencia de

las células generadas, como apuntan nuestros resultados.
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4. Pax6 como punto de encuentro entre reguladores
extrinsecos e intrinsecos de la neurogénesis

Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos han llevado a plantear que la
regulacion precisa y diferencial de Pax6 podria ser uno de los mecanismos que conecten las
sefales extracelulares con la regulacion del ciclo celular y los diferentes destinos que puede
alcanzar una célula durante la neurogénesis adulta. Los factores extrinsecos que regulan este
proceso son muy variados y estan implicados en la regulacién de procesos muy distintos. En
este apartado relacionaremos los datos existentes sobre la accién de estos factores extrinsecos
con los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral y los resultados obtenidos por otros grupos
de investigacién durante el desarrollo embrionario que relacionan al factor de transcripcion Pax6

con estos factores extrinsecos.

Debido a que EGF y FGF2 son necesarios para la expansién de las células madre
neurales adultas (CMNa), comenzaremos este apartado hablando sobre ellos. A pesar de que
ambos factores actlan como potentes mitdgenos sobre las CMNa /n vitro (Reynolds et al.,
1992; Craig et al, 1996; Kuhn et a/, 1997), su papel in vivo no esta tan claro y no es tan
similar entre ambos factores como el que tienen /n vitro (Basak y Taylor, 2009). In vivo, EGF
induce la proliferacién y autorrenovacién de las CMNa a expensas de la neurogénesis y también
se ha comprobado que induce la formacion de astrocitos (Craig et a/., 1996; Kuhn et a/,, 1997;
Gritti et al,, 1999). Una respuesta inadecuada a EGF podria estar detras de la tendencia a una
mayor generacién de astrocitos que presentan los cultivos de CMBOPa +/Sey™® en comparacion
con los animales control. Ademas, siguiendo con la hipdtesis de que un nivel bajo de expresion
de Pax6 es necesario para la autorrenovacion de las CMNa, y teniendo en cuenta que la
sobreexposicion de éstas a EGF induce su hiperproliferacion y reduce la neurogénesis (proceso
probablemente inducido por un nivel elevado de Pax6 en los precursores), proponemos que
EGF ejerce su funcion en la neurogénesis adulta, en parte regulando negativamente la
expresion y/o la actividad de Pax6. Esta hipotesis se apoya en que la sefializacion por EGF
mediada por Erk conduce a la inhibicion de la expresion de Pax6 y tiene un efecto mitogénico
sobre las células corneales (Li y Lu, 2005; Wu et a/., 2006). Ademas de esta relacion regulatoria
con Pax6, nuestras predicciones de fosforilacion de este factor de transcripcion indican que
EGFR puede ser una kinasa que actua sobre el dominio PST de Pax6. Aun asi, la relacion de
Pax6 con EGF no seria de un Unico sentido, ya que se ha demostrado que los ratones
homocigotos sin Pax6 pierden la sefializacion por EGF (Assimacopoulos et a/,, 2003), por lo que
Pax6 estaria regulando la expresién de algunos de los componentes de la ruta de sefalizacién

de este factor de crecimiento.

La accion de FGF2 /n vivo seria la de inducir la expansion de neuroblastos y promover la
diferenciacion neuronal (Craig et al/, 1996; Kuhn et al,, 1997; Gritti et al,, 1999), efecto que

también se ha demostrado /n vitro cuando los precursores estan en contacto con bajas dosis de
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FGF2 (Vergano-Vera et al, 2006). Por lo tanto, FGF2 podria estar ejerciendo esta funcion
regulando positivamente la expresion o la actividad de Pax6, como se ha demostrado que
sucede durante el desarrollo de la retina (Faber et a/., 2001; Lang et al., 2004; Spence et al.,
2007). La activacion de Pax6 por FGF2 podria ser el mecanismo que induce la expresion de la
ciclina D2 como respuesta al tratamiento con FGF2 (Lobjois et al, 2004) y que favorece la
proliferacion y autorrenovacion de las CMNa, ya que Pax6 regula la expresion de ciclinas de tipo
D (Sansom et al., 2009). Por todo ello, FGF2, en funcidon de su concentracion, podria estar
ejerciendo una regulacion diferente de Pax6 que promoviera la proliferacion a través de
reguladores del ciclo celular cuando la concentracion de FGF2 es elevada, o que indujera la
diferenciacion cuando la dosis es baja. Es decir, la exposicién de las células a diferente
concentracion de FGF2 produciria cambios en la expresion y/o actividad de Pax6 de forma
inversa a la concentracion del factor de crecimiento. Debido a que FGF2 promueve tanto la
formacion de neuronas como la de oligodendrocitos (Gritti et al, 1996; Kuhn et al., 1997;
Lachapelle et al,, 2002), una mala respuesta a este factor de crecimiento por parte de los
precursores +/Sey®® jn vitro podria estar detras de los déficits de generacién de ambos tipos
celulares descritos en el presente trabajo. Ademas, Pax6 regula la expresion de receptores para
FGF como FGFR1, de moléculas relacionadas con la sefalizacion, como FGFBP1, y también es

capaz de unirse al promotor del propio FGF2 (Sansom et a/., 2009).

Otro de los factores de crecimiento reguladores de la neurogénesis adulta y
relacionados con Pax6 es VEGF, que actla como factor tréfico de supervivencia (Schanzer et
al.,, 2004). VEGF regula negativamente la proliferacion, reduce la velocidad de la migracion de
los precursores por la CMR, inhibe la diferenciacién de PGs dopaminérgicas y NeuN positivas y
favorece la dendritogénesis (Wittko et a/, 2009; Licht et a/, 2010). Por lo tanto, la accion de
VEGF es contraria a la de Pax6 en la neurogénesis adulta, ya que sus funciones son contrarias a
las propuestas para Pax6 segun los resultados obtenidos en el presente trabajo. La accién de la
senalizacion de VEGF podria conducir a la inhibicion de la expresion de Pax6 y/o de su
actividad. Ya que Pax6 regula negativamente la expresion de VEGF-A (Zhou et a/., 2010), el
balance entre ambas actividades podria ser determinante en la regulacion precisa de la

neurogénesis adulta.

IGFI, la insulina y la proinsulina inducen tanto la proliferacion como la diferenciacion y
son moléculas inductoras del fenotipo neuronal (Anderson et al., 2002; Vicario-Abejon et al.,
2003; Otaegi et al,, 2006). Ademas, IGFI participa en la migracién tangencial de las células de
nueva generacion hacia el BOP (Otaegi et a/, 2006; Hurtado-Chong et a/, 2009) y esta
implicado en la maduracion neuronal (Anderson et al., 2002). Otro de sus efectos es promover
la proliferacion de los precursores de oligodendrocitos durante el desarrollo embrionario (Ballotti
et al., 1987; Jiang et al., 2001). IGFI promueve la expresién de Pax6 (Eivers et al., 2004) y se
ha descrito una menor presencia de células Pax6*, asi como de PGs CB*, CR* y TH* en la CG

del BOP de ratones sin IGFI (Hurtado-Chong et al/, 2009). Nuestros resultados muestran
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también un descenso en estas poblaciones, por lo que es posible que IGFI actlie, en parte, a
través de la induccién o la modificacién de la actividad de Pax6, tanto en la especificacion
neuronal como en la promocion de la maduracion de las células de nueva generacion. A su vez,
Pax6 promueve la expresion de insulina tanto uniéndose al promotor de la proinsulina (Sander
et al,, 1997) como regulando positivamente la conversion de la proinsulina a insulina, al regular
positivamente la expresion de la enzima implicada en la generacidon de insulina a partir de
proinsulina (Wen et a/,, 2009). Ademas, Pax6 se une al promotor de IGFIR, IGFBP1, IGFIIBP3 e
IGFBP5 (que modulan la accién de los IGFs) (Sansom et al., 2009). Por todo ello, de nuevo la
relaciéon de los IGFs y la insulina con Pax6 seria bidireccional, y estaria implicada en la

regulacién precisa de la neurogénesis.

PDGF es un factor de crecimiento mitogénico para las CMNa, y promueve la gliogénesis
en detrimento de la neurogénesis (Lachapelle et a/.,, 2002; Jackson et al., 2006). Los resultados
obtenidos en el presente trabajo en precursores de regiones no neurogénicas sobre la
regulacion negativa de Pax6 por PDGF, y el efecto inhibidor de la neurogénesis que presenta
PDGF (Jackson et a/., 2006), sugieren que es posible que la accion de PDGF sobre la expresion
de Pax6 en las CMNa sea similar a la que hemos demostrado en los progenitores gliales. Es
decir, la exposicion a PDGF de las CMNa podria disminuir la expresion de Pax6 y, de esta forma,
promover su proliferacion e inhibir su capacidad de generar neuronas. Ademas, existe una
relacion entre exposicion excesiva a PDGF de las CMNa de la ZSV vy la induccion de tumores
cerebrales, normalmente debidos a una proliferacién incontrolada (Jackson et al, 2006).
Algunos autores estan empezando a relacionar la accion de Pax6 con diferentes aspectos del
desarrollo tumoral (Yamaoka et a/, 2000; Zhou et al., 2003; 2005; 2010) y se ha relacionado
su nivel de expresion de forma directa con un mejor o peor prondstico en pacientes con
tumores cerebrales, asi como el de algunos de sus genes diana (Sansom et al., 2009; Zhou et
al., 2010). Asi, los tumores con mayor expresion de Pax6 tienen un pronodstico mucho mas
favorable que los que presentan una menor expresion (Zhou et al, 2003). Es decir, la
exposicién excesiva a PDGF podria conllevar una menor expresion de Pax6 que conduzca a un
mayor desarrollo tumoral. Esta hipdtesis se apoya en el hecho de que no se han encontrado
mutaciones en el gen Pax6 (ni en las regiones codificantes, ni en las reguladoras), aunque su
papel en el desarrollo y evolucion tumorales estan demostrados (Pinto et a/,, 2007). Sobre el
papel de PDGF vy la regulacidon que ejerce sobre Pax6 en los precursores no neurogénicos, los
resultados obtenidos demuestran que estda mediada en parte por la accion de la kinasa Erk,
aunque sugieren que ésta no es la Unica kinasa implicada. Teniendo en cuenta nuestras
predicciones de fosforilacion, proponemos que esta segunda kinasa implicada podria ser, bien
alguna de las variadas isoformas de la PKC que son capaces de forma tedrica de fosforilar Pax6,
bien el propio receptor de PDGF, lo que conferiria especificidad a la respuesta. Nuestras

predicciones también sugieren que la proteina Pax6 presenta numerosas regiones de union a
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proteinas adaptadoras que se unen a RTKs, lo que facilitaria la interaccién de Pax6 con el
receptor de PDGF.

Algunas de las moléculas mas importantes en la regulacion de la supervivencia
neuronal, la formaciéon de conexiones y la promocién de la neurogénesis son las neurotrofinas.
Debido a que nuestros resultados demuestran alteraciones graves en la supervivencia de las
células generadas, y alteraciones morfoldgicas en la formacion de prolongaciones in vitro,
ahondaremos en la relacion entre las neurotrofinas y el factor de transcripcion Pax6. BDNF es la
principal neurotrofina implicada en la regulacion de la neurogénesis adulta. Promueve la
neurogénesis y la supervivencia a largo plazo de las células de nueva generacion en el BOP
(Kirschenbaum y Goldman, 1995; Zigova et al., 1998; Pencea et al, 2001), y también se ha
propuesto que regula la sinaptogénesis de las nuevas interneuronas que se incorporan al BOP
(Bath y Lee, 2010). Aln asi, la accion de BDNF y otras neurotrofinas depende en gran medida
del receptor que presenten las células (Miller y Kaplan, 2001). Clasicamente se ha considerado
que la sefalizacion de las neurotrofinas desencadenada por su unién al receptor p75"'R
conduce a la muerte por apoptosis, mientras que la sefalizacion mediante receptores Trk
produce los efectos “positivos” relacionados con las neurotrofinas (Miller y Kaplan, 2001;
Kuczewski et al, 2009). Sin embargo, la accién proapotética de p75"™® en la regulacién de la
neurogénesis adulta es actualmente objeto de controversia (Bath y Lee, 2010). Los datos en la
bibliografia que demuestran una relacion entre BDNF, los receptores de neurotrofinas y Pax6
son variados. Por ejemplo, el tratamiento con NGF o BDNF incrementa la expresion de Pax6 in
vitro (Kioussi y Gruss, 1994). Por ello, es posible que la accion promotora de la neurogénesis de
BDNF se pueda estar llevando a cabo mediante la induccion de la expresion de Pax6. Ademas,
se ha demostrado que los ratones homocigotos sin Pax6 presentan una sobreexpresion de
p7
delgados en comparacion con las células control, y que mueren posteriormente (Nikoletopoulou

5NTR v una carencia de TrkB en algunas interneuronas, que presentan procesos cortos y mas

et al, 2007). Nuestros resultados de diferenciacion de distintos tipos neuroquimicos de
neuronas en los cultivos +/Sey®® demuestran que las pocas interneuronas generadas en los
cultivos heterocigotos presentan un fenotipo con dendritas mas cortas y delgadas que las
neuronas control, similar al descrito para las neuronas que sobreexpresan p75"'® y presentan
una carencia en TrkB (Nikoletopoulou et a/, 2007). Por todo ello, una desregulacion de la
respuesta a las neurotrofinas en nuestros animales heterocigotos podria contribuir, en parte, a
la elevada tasa de muerte celular y a las alteraciones morfoldgicas que presentan las neuronas
diferenciadas /n vitro, lo que indicaria una relacion del factor de transcripcion con la respuesta a

las neurotrofinas.

Numerosos articulos relacionan a Pax6 con la ruta de senalizacién de Wnts (Wingless
type, proteinas de tipo Wingless) (Osumi et al., 1997; Grinchuk et al, 2005; Maekawa et al.,
2005; Lee et al, 2007; Shaham et a/, 2009). Esta ruta presenta dos vias de sefializacion

complejas que convergen en la B-Catenina como diana. La sefalizacion mediante Wnt-3-
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Catenina estd implicada en el mantenimiento de las propiedades de autorrenovacion y
multipotencialidad de las celulas madre, la regulacion del ciclo celular y la supervivencia,
ademas de en la formacion de patrones durante el desarrollo, y tiene como dianas, por
ejemplo, a diferentes ciclinas (Willert y Nusse, 1998). Por otra parte, las proteinas de la familia
Wnt también promueven la diferenciacion (Muroyama et a/,, 2004; Lie et al,, 2005). Muchos de
los componentes de la sefalizacion mediante Wnts se expresan en la ZSV adulta. Sin embargo,
pese a su gran implicacion en la regulacion de la neurogénesis embrionaria y la neurogénesis
adulta en el hipocampo, hasta el momento se desconoce el papel de la senalizacién candnica
Wnt-Bcatenina en la regiéon neurogénica ZSV-CMR-BOP. El Unico dato al respecto es la
expresion de B-Catenina por las células tipo B de esta region (Mirzadeh et a/., 2008), y que ésta
mantiene a las células en estado proliferativo (Adachi et a/, 2007). Se ha demostrado que
algunas células homocigotas para Pax6é mueren por apoptosis debido a la desregulacion de esta
sefializacion (Shaham et al, 2009) y que los animales homocigotos sin Pax6 muestran una
menor expresion de Wnt7a, Wnt7b y Dvll (Osumi et al, 1997, Maekawa et al/, 2005),
proteinas integrantes de esta ruta de senalizacion. Ademas, también se sabe que Pax6 regula
de manera indirecta la expresion de la B-Catenina (Grinchuk et al., 2005, Lee et al.,, 2007) y
que es capaz de unirse a los promotores de Wntl, Wnt6, Wnt10b y Wnt 11 (Sansom et a/,
2009).

Como hemos venido exponiendo en este apartado, los datos aportados por las
publicaciones resefiadas aqui y nuestros propios resultados, apoyan firmemente la idea de que
Pax6 es una proteina altamente regulada por los factores extrinsecos que gobiernan la
neurogénesis adulta, y que esta regulacion variaria su capacidad para unirse al ADN y
desencadenar diferentes respuestas en las células relacionadas con las decisiones de destino.
Ademas, esta relacion con los factores extrinsecos seria bidireccional, por lo que Pax6 estaria a
su vez implicado en la regulacion de los reguladores, contribuyendo asi a la generacién o el
mantenimiento del nicho neurogénico. Por lo tanto, conocer las diferentes funciones de Pax6 y
como se regulan contribuira al conocimiento preciso de la modulacion de la neurogénesis

adulta.

5. Regiones neurogénicas y no neurogénicas en el
animal adulto y el papel de Paxé

Nuestros resultados muestran un papel diferente de Pax6 en la regulacién de la
proliferacion en precursores gliogénicos y neurogénicos de roedores adultos. Ante un mismo
punto de partida, la haploinsuficiencia de Pax6, estos dos tipos de precursores se comportan

bien incrementando su proliferacion en el caso de los precursores de regiones no neurogénicas,
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bien disminuyéndola en el caso de los precursores neurogénicos. Las moléculas de las que
hemos hablado en el apartado anterior, y algunas otras mas, forman parte del nicho que
favorece la neurogénesis. Como hemos visto previamente, Pax6 esta altamente relacionado con
muchas de estas moléculas y, ademas de sufrir una posible regulacién por sus rutas de
sefializacion, también podria estar controlando la expresion de algunas de ellas. Por ello, Pax6,
ademas de depender del microambiente neurogénico que rodea a las células para su funcion,
también seria uno de sus generadores. La importancia del nicho neurogénico se ha
determinado mediante experimentos de trasplante (Suhonen et a/, 1996; Herrera et al,, 1999;
Palmer et al,, 1999; Kondo y Raff, 2000; Lim et a/,, 2000; Shihabuddin et a/, 2000; Temple,
2001; Gage, 2002; Horner et al., 2002; Stallcup et al., 2002; Belachew et a/,, 2003). Asi, los
precursores de las regiones no neurogénicas pueden generar neuronas in vitro, al igual que si
se trasplantan en regiones neurogénicas (Suhonen et a/, 1996; Shihabuddin et a/, 2000;
Temple, 2001) o lo llegan a hacer moderadamente tras una lesion (Palmer et al., 1999; Kondo y
Raff, 2000; Horner et al.,, 2002; Stallcup et al., 2002; Belachew et a/,, 2003). Sin embargo /in
vivo, situados en su lugar original, solo son capaces de producir células gliales (revisado en
Gage, 2002). Ademas, al trasplantar precursores extraidos de regiones neurogénicas en
regiones no neurogénicas, éstos Unicamente son capaces de producir células gliales (Herrera et
al, 1999; Lim et al, 2000; Temple, 2001), por lo que en las regiones no neurogénicas debe
existir un microambiente no permisivo para la formacion de neuronas. Al ser Pax6 un potente
inductor de la diferenciacion neuronal (Heins et a/.,, 2002), su accién y regulacion son diferentes

en las distintas regiones, como hemos demostrado en el presente trabajo.

La composicion de la matriz extracelular en estas dos regiones, neurogénica y no
neurogénica, parece contribuir enormemente a marcar las diferencias entre ambas (Riquelme et
al,, 2008). Entre estos componentes se encontrarian las Integrinas, receptores que actlan
como puente de union entre los componentes de la matriz extracelular y el citoesqueleto, y
cooperan con los receptores para factores de crecimiento favoreciendo su sefalizacion
(Comoglio et al, 2003; Fuchs et al, 2004). Cabe resaltar que la expresion de algunas
integrinas, al igual que la de muchas otras proteinas de matriz extracelular, estd bajo control
directo o indirecto de Pax6 (Cvelk y Piatigorsky, 1996; Chauhan et a/., 2002; Simpson y Price,
2002; Zaniolo et al., 2004; Grinchuk et a/,, 2005; von Holst et a/, 2007). Se ha propuesto que
la composicion de la matriz extracelular que rodea a los precursores debe ser determinante
para su capacidad de generar neuronas, ya que muchos de los factores difusibles que regulan
la neurogénesis adulta también actian de forma fisioldgica sobre los precursores no
neurogénicos, produciendo efectos similares en ambas regiones. Un ejemplo claro de ésto es la
accion promotora de la proliferacién que desempenan PDGF, EGF y bFGF tanto sobre las células
madre neurogénicas como sobre los progenitores gliales (Bogler et al, 1990; McKinnon et al.,
1990; Craig et al, 1996; Kuhn et al, 1997; Gritti et al, 1999; van Heyningen et al, 2001;

Jackson et al, 2006; Canoll y Goldman, 2008). Como demuestran nuestros resultados en el
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caso de la regulacién por Pax6 por PDGF y como hemos argumentado en el apartado anterior,
estos tres factores de crecimiento estan relacionados bidireccionalmente con Pax6. El que la
accion de estos tres factores de crecimiento sobre Pax6 pueda ser diferente en funcion del
contexto celular, o que las respuestas que regule Pax6 en los diferentes precursores sean
distintas al actuar en cooperacion con proteinas diferentes es algo que adn no ha sido
dilucidado. Por otra parte, la gliogénesis adulta es fundamentalmente un fenémeno local y en la
neurogénesis adulta los progenitores migran grandes distancias (Horner y Palmer, 2003).
Respecto a esta diferencia en la migracion de los precursores, se han detectado diferencias en
la composicion de la matriz extracelular, debidas a diferentes propiedades de los astrocitos
(Garcia-Marqués et al,, 2010). Si estas diferencias en la composicion de la matriz extracelular
dependientes de los astrocitos estan relacionadas también con la permisividad neurogénica del

nicho es algo que ain no se ha comprobado.

Debido a la carencia de datos en la literatura sobre la presencia o ausencia de
moléculas distintas en ambos tipos de microambiente, y a la falta de una exhaustiva
caracterizacion molecular de ambos tipos de precursores, desconocemos él o los mecanismos

que conducen a este papel aparentemente dicotdmico de Pax6.

Los resultados obtenidos en este trabajo suponen un avance en el conocimiento de la
regulacion de la neurogénesis adulta, y un paso adelante en la comprension de las diferencias
entre precursores neurogénicos y no neurogénicos. Ademas, abren la puerta a la relacion de
dos tipos de mecanismos moleculares regulatorios: las sefales extracelulares y los efectores
intrinsecos, cuya regulacién precisa podria depender de la funcién de Pax6 en las diferentes
células. Como hemos demostrado en esta Tesis Doctoral, este factor de transcripcion presenta
multiples funciones en la neurogénesis adulta como el control de la autorrenovacion, la
proliferacion, la determinacion y diferenciacion de tipos y subtipos celulares y la supervivencia a
corto plazo de los precursores. Muchas de las funciones de Pax6 dependerian de su relacién con
proteinas implicadas en la regulacion del ciclo celular, contribuyendo asi a la modulacion de un

parametro esencial para el desarrollo de la neurogénesis.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con la hipdtesis de partida para el desarrollo de esta Tesis Doctoral, los
objetivos planteados para su comprobacion, los resultados obtenidos y su discusion, hemos

obtenido las siguientes conclusiones:

1.- El factor de transcripcion Pax6 participa de forma diferencial en la regulacion de
la proliferacién, diferenciacion y supervivencia de los distintos tipos de precursores del
encéfalo adulto, tanto en la regién neurogénica de la zona subventricular, corriente
migratoria rostral y bulbo olfatorio principal, como en la region no neurogénica de la corteza

cerebral.

2.- Pax6 regula positivamente la proliferacién, diferenciaciéon y supervivencia
temprana de los precursores de la regién neurogénica adulta ZSV-CMR-BOP, segun las

evidencias disponibles, mediante un mecanismo dependiente del control de su ciclo celular.

3.- Durante la diferenciacion de los precursores neurogénicos, Pax6 ejerce un doble
papel, participando tanto en la decision de destino neuronal como en la especificacion de
subtipo neuroquimico, especialmente en el de las células nitrérgicas y dopaminérgicas.
Ademds de estas funciones, Pax6 también regula positivamente la diferenciacion de

oligodendrocitos a partir de CMBOPa.

4.- El factor de crecimiento PDGF regula a la baja el nivel de expresién de Pax6 en
progenitores gliales, lo que esta relacionado con el incremento de su capacidad proliferativa.
El mecanismo molecular que conduce a la posible degradacion de la proteina Pax6 involucra

la activacion de Erk, sin excluir la implicacion de otras moléculas.
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En esta Tesis Doctoral hemos
analizado la regulacion ejercida por
el factor de transcripcion Pax6 en la

generacion de ceélulas que tiene

lugar en el encéfalo de ratones
adultos, tanto su contribucion a la
regulacion de la neurogénesis

adulta dirigida al bulbo olfatorio

como a la formacion de células a
partir de precursores localizados en
la corteza. Este factor de
transcripcion regula procesos tan

.~ importantes como la proliferacion,
\ la diferenciacién y la supervivencia
\ de las células generadas, asi como
\ el potencial de autorrenovacion de
las células madre. Los resultados
obtenidos contribuyen al
entendimiento global de los
mecanismos moleculares que
gobiernan la neurogénesis y
gliogénesis en el cerebro adulto, lo
que podria tener implicaciones
w/futuras tanto en el desarrollo de
/- _terapias celulares como en la
biologia de algunos tumores
cerebrales.





<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




